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Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Molekulska
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AI Protein RahU, ki ga sintetizira bakterija Pseudomonas aeruginosa, uvrščamo
v proteinsko družino egerolizinov (Pfam 06355), ki vključuje predstavnike
predvsem iz gliv in bakterij. Skupna lastnost glivnih in bakterijskih
egerolizinov je njihova vezava na membranske lipide, nekateri izmed njih
pa vsebujejo hemolitično in toksično aktivnost proti evkariontskim celicam.
RahU veže oksidiran lipoprotein nizke gostote, lizofosfatidilholin ter bakterijske
biosurfaktante ramnolipide. Z namenom prepoznave biološke pomembnosti
interakcije egerolizina RahU z lipidi, smo uvedli aminokislinske zamenjave v
okolici amino-terminalnega konca proteina RahU in s pomočjo heterolognega
ekspresijskega sistema Escherichia coli pridobili rekombinanten protein RahU
ter njegove različice. Dokazali smo, da omenjene zamenjave ne vplivajo na
pravilno zvitje in stabilnost mutantov. S testom sedimentacije multilamelarnih
veziklov in površinsko plazmonsko resonanco smo pokazali vezavo RahU
s ceramid fosfoetanolaminom, poglavitnim sfingolipidom v membranah
nevretenčarjev. RahU je tako prvi znani bakterijski egerolizin, ki veže
omenjeni lipid. Prav tako smo pokazali vezavo RahU z O-fosforiletanolaminom
ter nevroendokrinim hormonom noradrenalinom, testi rojenja sevov bakterije
Pseudomonas aeruginosa PA01, PW1205 in PW1206 pa so pokazali, da
egerolizin RahU oslabi rojenje teh bakterij.
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PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programmes in
Molecular and Functional Biology
PY 2019
TI BIOLOGICAL ROLE OF BACTERIAL AEGEROLYSIN INTERACTION
WITH LIPIDS
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes)
NO XIII, 85 p., 21 tab., 27 fig., 7 ann., 102 ref.
LA sl
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AB Aegerolysin RahU of the Pseudomonas aeruginosa is a bacterial protein
belonging to the aegerolysin protein family (Pfam 06355), mainly composed of
proteins originating from fungi and bacteria. The common property of fungal
and bacterial aegerolysins is their ability to interact with membrane lipids. Some
of them also possess hemolytic and toxic activity against eukaryotic cells. The
RahU interacts with oxidized low-density lipoprotein, lysophosphatidylcholine
and bacterial biosurfactants rhamnolipids. To elucidate the biological importance
of the interaction between aegerolysin RahU and lipids, we successfully purified
single alanine substitution RahU mutants in the Escherichia coli heterologous
expression system. We proved that single amino acid substitutions did not affect
the structure and the stability of the RahU derivatives. With sedimentation assay
and surface plasmon resonance spectrometry, we showed that RahU interacts
with ceramide phosphoethanolamine, the main sphingolipid in the membranes
of invertebrates. Therefore, this is the first report of a bacterial aegerolysin that
interacts with the aforementioned lipid. We have also shown the binding of RahU
to O-phosphorylethanolamine and the neuroendocrinic hormone noradrenaline.
In addition, by using the swarming tests on Pseudomonas aeruginosa PA01,
PW1205 in PW1206 strains, we suggest that aegerolysin RahU affects the
swarming of Pseudomonas aeruginosa.
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Slika 26: Označevanje žuželčjih celic Sf9 z rekombinantnima proteinoma
RahU-mCherry in RahUW94A-mCherry . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
Slika 27: Rojenje sevov Pseudomonas aeruginosa PA01, PW1205 in PW1206 69
VIII
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protein mCherry.
X
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amonijev persulfat
Asp-hemolizin iz glive Aspergillus fumigatus
bazni par
goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumine)
karboksi konec proteina
N-butanoil-L-homoserin lakton
karbenicilin
cirkularni dikroizem
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zaznavanje celične gostote (ang. quorum sensing)
AMINOKISLINE
Alanin
Asparaginska kislina
Cistein
Glutaminska kislina
Tirozin
Triptofan
A
D
C
E
Y
W
XIII
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1 UVOD
Egerolizinsko družino proteinov sestavlja preko 350 homolognih proteinov, ki jih
sintetizirajo predstavniki različnih kraljestev, najbolj razširjeni pa so pri glivah in
bakterijah. Večinoma so majhni (13-20 kDa), β -strukturirani proteini, za katere je
značilna temperaturna labilnost in nizka izoelektrična točka. Kljub široki razširjenosti
egerolizinov, njihova biološka vloga in funkcija ostajata nerazjasnjeni (Berne in sod.,
2009; Butala in sod., 2017; Novak in sod., 2015). Dosedanje znanje o egerolizinih
nakazuje na morebitno biološko vlogo egerolizinov pri rasti in razvoju organizma,
sporulaciji bakterij in askomicet ter obrambi pred patogenimi organizmi (Novak in sod.,
2015). Skupna značilnost do sedaj preučenih egerolizinov je njihova specifična vezava na
membranske lipide. Dokazano je bilo, da egerolizini iz rodu gliv Pleurotus prepoznajo
in interagirajo z nanodomenami membran, tako imenovanimi lipidnimi rafti, ki so bogate
z lipidoma sfingomielinom in holesterolom. Ostreolizin A in pleurotolizin A iz užitne
gobe Pleurotus ostreatus v kombinaciji s proteinskim partnerjem z domeno MACPF
permeabilizirajo membrane, bogate s sfingomielinom in holesterolom (Lukoyanova in
sod., 2015; Ota in sod., 2013; Tomita in sod., 2004). Leta 2015 je bila dokazana
tudi vezava fluorescenčno označenih egerolizinov, ostreolizina A ter erilizina A in
pleurotolizina A2 iz glive Pleurotus eryngii na lipidne vezikle, sestavljene iz ceramid
fosfoetanolamina ter holesterola (Bhat in sod., 2015). Ceramid fosfoetanolamin je
analog sfingomielina in je glavni predstavnik sfingolipidov v membranah insektov.
Oportunistični patogen Pseudomonas aeruginosa pod kontrolo zaznavanja celične gostote
sintetizira domnevni virulenčni faktor, egerolizin RahU. Leta 2008 je bila dokazana
vezava egerolizina RahU na oksidiran lipoprotein nizke gostote ter lizofosfatidilholin
(Rao in sod., 2008), sedem let kasneje pa tudi vezava na monoramnolipide, ki jih
sintetizira bakterija Pseudomonas aeruginosa (Miklavič in sod., 2015).
Zaradi specifičnih vezavnih in porotvornih lastnosti predstavljajo egerolizini obetajoče
orodje za vizualizacijo dinamike in distribucije lipidov ter označevanje celičnih membran.
Lahko bi jih uporabili tudi kot diagnostične biomarkerje za detekcijo izpostavljenosti
oportunističnim glivnim okužbam in prisotnosti parazita Trypanosoma brucei v krvnem
obtoku človeka ter zgodnjo diagnosticiranje parodontalne bolezni. Egerolizin Cry34Ab1
v kompleksu s proteinom Cry35Ab1, ki ju sintetizira bakterija Bacillus thuringiensis se
zaradi toksičnega delovanja na ličinke koruznega hrošča že uporablja kot bioinsekticid
(Masson in sod., 2004; Moellenbeck in sod., 2001).
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1.1 NAMEN DELA
Zaradi dejstva, da je oportunistični patogen Pseudomonas aeruginosa povzročitelj
številnih akutnih in kroničnih okužb pri imunokompromiranih bolnikih in da imajo
egerolizini vlogo pri interakciji z gostitelji smo se v magistrskem delu posvetili
preučevanju biološke vloge egerolizina RahU, bakterije Pseudomonas aeruginosa.
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti biološko pomembnost interakcije egerolizina
RahU z lipidi nevretenčarskih gostiteljskih organizmov in vpliv omenjenega proteina na
rojenje bakterije Pseudomonas aeruginosa. Z uvedbo aminokislinskih zamenjav v zapisu
za egerolizin RahU ter sintezo posameznih proteinov smo želeli preučiti interakcijo
proteina z lipidom ceramid fosfoetanolaminom ter okarakterizirati njegovo vezavno
mesto na proteinu. Namen dela je bil tudi pridobiti fluorescenčno označen protein
RahU-mCherry ter njegove različice, s katerimi bi bilo mogoče analizirati interakcijo
proteina RahU z žuželčjimi celicami Sf9.
1.2 DELOVNE HIPOTEZE
Hipoteza 1: Egerolizin RahU se specifično veže na ceramid fosfoetanolamin in na
lipidne vezikle, ki vsebujejo omenjeni lipid.
Hipoteza 2: Egerolizin RahU vpliva na rojenje bakterije Pseudomonas aeruginosa.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 EGEROLIZINI
Egerolizinska družina proteinov (Pfam 06355) je bila opredeljena leta 2002, po odkritju
in karakterizaciji egerolizina Aa-Pri1 iz topolovke - Agrocybe aegerita, po katerem je
družina dobila ime, ter ostreolizina A (OlyA) iz užitne gobe bukov ostrigar - Pleurotus
ostreatus (Berne in sod., 2002; Fernandez Espinar in Labarére, 1997). Sestavlja jo
preko 350 homolognih proteinov iz 77 različnih vrst organizmov, predstavnikov različnih
kraljestev. Egerolizini so najbolj razširjeni pri glivah in bakterijah, izjemoma pa jih
najdemo tudi pri rastlinah, protozojih, virusih ter eni vrsti žuželk. Grajeni so iz ene
domene, večinoma iz plošč β , z molekulsko maso 13-20 kDa. Stabilni so v širokem
pH območju (3,5-10,5) in imajo značilno nizko izoelektrično točko (Berne in sod., 2009;
Butala in sod., 2017; Novak in sod, 2015). Hipotetično so se prvič pojavili pri zadnjem
skupnem predniku bazidiomicet in askomicet ter se s horizontalnimi genskimi prenosi
prenesli v bakterije.
Razporeditev egerolizinov med filogenetskimi taksoni je neenakomerna, njihova
podobnost pa je, kot kaže, filogenetsko neodvisna (Butala in sod., 2017). Obstaja
verjetnost, da ti proteini niso esencialni proteini. Egerolizini imajo visok delež aromatskih
(∼10 %) ter nabitih (20-24 %) aminokislinskih ostankov (Berne in sod., 2009). Značilnost
egerolizinov je tudi ohranjenost dveh cisteinskih ter nekaterih triptofanskih ostankov
(Novak in sod., 2015).
Prvi izoliran in sekvenciran egerolizin Asp-hemolizin (Asp-HS) iz nitaste glive
Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) je bil okarakteriziran kot hemolitični protein. A.
fumigatus je oportunistični patogen, ki pri imuokomprimiranih bolnikih povzroča širok
nabor bolezni, med katerimi je najbolj znana invazivna aspergiloza. Asp-HS je virulenčni
dejavnik, ki doprinese k patogenezi A. fumigatus med okužbo (Rementeria in sod.,
2005).
2.1.1 Biološka vloga egerolizinov
Kljub temu da so egerolizini široko razširjeni in da so predmet številnih raziskav, njihova
biološka vloga in funkcija ostajata nerazjasnjeni. Čeprav sodijo v isto družino proteinov
in si delijo nekatere pomembne biološke značilnosti, se njihove domnevne vloge med
seboj razlikujejo. Vzrok tèga bi morda lahko bila prilagojenost organizmov na različne
življenjske sloge znotraj ekoloških niš, ki jih zasedajo. Smernice o njihovi funkciji za
organizem, ki ga sintetizira, nam lahko poda genomska lokacija genov za egerolizine
(Butala in sod., 2017).
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Študije egerolizinov so pretežno osredotočene na glivne egerolizine, ki so posledično
tudi najbolje raziskani. Izražanje genov z zapisi za egerolizine iz rodu Pleurotus je v
primerjavi z vegetativnim micelijem povečano v primordijih in plodiščih gliv (Fernandez
Espinar in Labarére, 1997). Za OlyA, ki ga sintetizira užitna goba Pleurotus ostreatus
(P. ostreatus), je bila dokazana tudi prisotnost OlyA v bazidijih in bazidiosporah,
medtem ko za sporulacijo najverjetneje nima pomembnega vpliva, saj je prisoten tudi
pri nesporulirajočih sevih (Berne in sod., 2002; Vidic in sod., 2005). Dokazana je bila
vezava egerolizinov OlyA ter pleurotolizina A (PlyA) iz glive P. ostreatus ter erilizina A
(EryA) in pleurotolizina A2 (PlyA2) iz Pleurotus eryngii (P. eryngii) na lipidne membrane
(Bhat in sod., 2013, 2015; Ota in sod., 2013; Sepčić in sod., 2004). Prav tako je bilo
pokazano, da omenjeni proteini skupaj s svojimi proteinskimi partnerji z domeno MACPF
(PlyA ali OlyA v kombinaciji s PlyB), tvorijo binarne citolitične porotvorne komplekse
(Lukoyanova in sod., 2015; Ota in sod., 2013; Tomita in sod., 2004).
Nativni Asp-HS iz glive A. fumigatus lizira sesalčje eritrocite, kar pa ne velja tudi za
njegovo rekombinantno obliko sintetizirano v bakteriji Escherichia coli (E. coli). Je
toksičen za živali ter različne celične linije (vaskularne endotelijske celice, fibroblasti,
levkociti, makrofagi). Z indukcijo sinteze histamina in citokinov (TNF-α , IL-1b, IL-6,
IL-8) v celicah makrofagov, sproži imunski odziv človeka (Berne in sod., 2009; Maličev
in sod., 2007; Novak in sod., 2015). Veže se na oksidirano obliko lipoproteinov z
nizko gostoto (ox-LDL) ter lizofosfatidilholin (lizoPC), ki je glavni produkt razgradnje
lipoproteinov z nizko gostoto (LDL). Slednje je bilo dokazano tudi za egerolizin RahU
iz bakterije Pseudomonas aeruginosa (Rao in sod., 2008). Omenjena egerolizina sta
potencialna virulenčna dejavnika. Miklavič in sodelavci (2015) so pokazali vezavo
egerolizina RahU z ramnolipidi, ki igrajo pomembno vlogo pri rojenju bakterij ter
vzdrževanju arhitekture bakterijskih biofilmov.
V družino egerolizinov spada tudi kristalni protein Cry34Ab1 iz bakterije Bacillus
thuringiensis (B. thuringiensis), ki s pomočjo svojega proteinskega partnerja Cry35Ab1,
toksično deluje proti ličinkam koruznega hrošča - Diabrotica virgifera virgifera (Kelker
in sod., 2014). Selektivno toksično delovanje proti koruznemu hrošču je bilo pokazano
tudi za egerolizin AfIP-1A bakterije Alcaligenes fecalis (Yalpani in sod., 2017).
Bakterija Clostridium bifermentans (C. bifermentans) sintetizira egerolizina Cbm17.1 ter
Cbm17.2, ki skupaj s proteinoma Cry tvorita holotoksinski kompleks, ki je toksičen za
ličinke komarjev iz rodu Aedes (Barloy in sod., 1998; Qureshi in sod., 2014).
Vloga edinega do sedaj opisanega egerolizina žuželk, P23 iz Pseudoplusia includens, naj
bi bila vpletenost v celično imunost (Zhang in sod., 2010).
Analize časovnega in prostorskega izražanja egerolizinov pri bakterijah in glivah ter
njihove omenjene lastnosti kažejo na morebitno biološko vlogo pri rasti in razvoju
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organizma, pri sporulaciji bakterij in askomicet ter obrambi pred patogenimi in
predatorskimi organizmi (Novak in sod., 2015).
2.1.2 Lastnosti egerolizinov
2.1.2.1 Hemolitično delovanje egerolizinov
Prva opisana in izolirana egerolizina s hemolitičnim delovanjem sta bila Asp-HS iz
nitaste glive A. fumigatus (Sakaguchi in sod., 1975) ter Ply iz P. ostreatus (Bernheimer
in sod., 1979). Asp-HS deluje na sesalčje eritrocite z mehanizmom koloidne osmotske
lize. Njegovo litično aktivnost lahko preprečimo z nekaterimi divalentnimi kationi (Fe2+,
Hg2+, Cu2+ in Pb2+), obnovimo pa s cisteinom ali β -merkaptoetanolom (Berne in sod.,
2009).
Kot hemolitično aktivni so se izkazali tudi Aa-Pri1 iz A. aegerita, eringeolizin iz P. eryngii
ter terelizin iz Aspergillus terreus (Berne in sod., 2002; Nayak in sod., 2011; Ngai in Ng,
2006). Egerolizini Cbm17.1 in Cbm17.2 iz bakterije C. bifermentans, RahU iz bakterije
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), OlyA in PlyA iz glive P. ostreatus ter PlyA2
in EryA iz glive P. eryngii so hemolitično neaktivni, medtem ko hemolitično aktivnost
pridobijo skupaj s svojim proteinskim partnerjem (Ota in sod., 2013; Shibata in sod.,
2010; Tomita in sod., 2004). Za hemolitično delovanje proteinov so nujno potrebni
ohranjeni argininski in cisteinski ostanki, medtem ko so triptofanski ostanki zadolženi za
začetno pritrditev porotvornih proteinov na membrane (Berne in sod., 2002, 2005).
Nitasta gliva Aspergillus niger (A. niger) nosi v svojem genomu po dva zapisa za
egerolizina in proteina z domeno MACPF. Hemoliza, ki jo opazimo pri A. niger,
ni rezultat hemolitičnega delovanja egerolizinov, temveč zvečane produkcije prostih
maščobnih kislin in lizoPC (Novak in sod., 2014).
Poleg hemolitičnega delovanja nekaterih egerolizinov v prisotnosti komponente B, so se
nekateri izmed njih izkazali za toksične proti nekaterim celicam in organizmom. Maličev
in sod. (2007) so z metodo pretočne citometrije in konfokalne mikroskopije pokazali
dovzetnost hondrocitov in osteoblastov na lizo, ki jo povzroči nativni Oly v prisotnosti
PlyB. Prav tako je toksičen za celice CHO ter sesalske tumorske celice HT1080 (Sepčić
in sod., 2003, 2004). Eringeolizin iz P. eryngii pa je edini do sedaj znani egerolizin
s protibakterijskim delovanjem, ki zavira rast bakterij iz rodu Bacillus (Ngai in Ng,
2006). Toksična aktivnost ostalih egerolizinov proti celicam ali organizmom je opisana v
poglavjih 2.1.1 ter 2.2.
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2.1.2.2 Vezava egerolizinov na lipide
Poleg hemolitične lastnosti egerolizinov je za njih značilna tudi vezava na lipide in na
bodisi modelne ali naravne lipidne sisteme. Za nativni in rekombinantni Asp-HS ter RahU
so pokazali interakcijo z lizoPC ter ox-LDL, ki nastane v celici med oksidativnim stresom.
Proteina RahU in Asp-HS modulirata gostiteljev imunski sistem, slednji z zmanjšanjem
viabilnosti makrofagov ter vaskularnih endotelijskih celic. RahU v mikromolarnem
koncentracijskem območju veže monoramnolipide (monoRL), biosurfaktante, s širokim
spektrom ugodnih lastnosti za preživetje bakterij (Miklavič in sod., 2015; Rao in sod.,
2011). PlyA2 iz P. eryngii pa lahko neodvisno od prisotnosti holesterola (Hol) veže
ceramid fosfoetanolamin (Bhat in sod., 2015).
2.1.2.3 Vezava egerolizinov na modelne in biološke membrane
Egerolizini iz A. fumigatus in A. terreus imajo sami po sebi sposobnost vezave in lize
celičnih membran, medtem ko drugi predstavniki egerolizinov za citolitično delovanje
nujno potrebujejo proteinskega partnerja. Egerolizini iz rodu Pleurotus interagirajo z
nanodomenami membran, lipidnimi rafti (Chowdhury in sod., 2008; Sepčić in sod.,
2004; Skočaj in sod., 2014). Rafte gradijo sfingolipidi, različni steroli, med katerimi
je najbolj zastopan Hol ter specifični proteini. Imajo ključno vlogo pri membranskem
transportu (endocitoza, eksocitoza), signalni transdukciji ter vstopu patogenov in toksinov
v gostiteljski organizem (Simons in Ikonen, 1997).
Egerolizini iz P. ostreatus in eryngii (OlyA, PlyA in PlyA2) za vezavo na lipidne
membrane poleg Hol potrebujejo sfingomielin (SM), najbolj zastopan sfingolipid v
zunanjem sloju plazemske membrane vretenčarjev (Ota in sod., 2013; Sepčić in sod.,
2004; Tomita in sod., 2004). Za permeabilizacijo lipidnih veziklov SM : Hol z
ostreolizinom je potrebna vsaj 30 mol % Hol (Chowdhury in sod., 2008; Berne in sod.,
2009). Vezavo proteina OlyA na membranske domene lahko okrnemo ali inhibiramo z
zamenjavo Hol z drugimi steroli, z maščobnimi kislinami ali lizofosfolipidi, ki povzročijo
fizikalne spremembe lastnosti membrane (Bhat in sod., 2015; Chowdhury in sod. 2008;
Sepčić in sod., 2003). Bhat in sodelavci (2015) so pokazali vezavo EryA-EGFP,
OlyA-EGFP in PlyA2-EGFP na lipidne vezikle, sestavljene iz ekvimolarnega razmerja
CPE ter Hol. Raziskave kažejo, da se omenjeni proteini prednostno in s ∼1.000-krat
višjo afiniteto vežejo na membrane, bogate s CPE in Hol, v primerjavi z membranami
grajenimi iz SM in Hol (Bhat in sod., 2015).
S fluorescenčnima različicama OlyA in PlyA2 (OlyA-mCherry in PlyA2-EGFP) so bile
označene membrane celic CHO, HeLa ter MDCK (Bhat in sod., 2013; Chowdhury in
sod., 2008; Skočaj in sod., 2014).
6
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2.1.2.4 Egerolizini ter njihovi proteinski partnerji z domeno MACPF
V družino proteinov z domeno MACPF (ang. Membrane Attack Complex/Perforin) med
drugimi uvrščamo proteina pleurotolizin B (PlyB) iz glive P. ostreatus ter erilizin B
(EryB) iz P. eryngii, znana vezavna partnerja zgoraj opisanih egerolizinov. Proteini z
domeno MACPF vplivajo na imunski sistem evkariontov, embriogenezo in nevrogenezo,
supresijo tumorjev, bakterijsko patogenezo in sporulacijo ter razvoj glivnih plodišč
(Moreno-Hagelsieb in sod., 2017).
Protein PlyB je velik približno 57 kDa in v kompleksu z OlyA ali PlyA tvori pore
v bioloških in modelnih membranah (Lukoyanova in sod., 2015; Ota in sod., 2013;
Shibata in sod., 2010). Zmožnost vezave PlyB na membrane je omogočena ob prisotnosti
egerolizina OlyA ali PlyA. Kompleks nastane, ko se pri optimalnem pH (5-7) z zankami
N-terminalnega konca proteina veže na membrano protein iz družine egerolizinov (Slika
1). V nadaljevanju egerolizin rekrutira protein z domeno MACPF, ki se nanj veže
preko svoje C-terminalne domene (Berne in sod., 2009; Lukoyanova in sod., 2015;
Ota in sod., 2013). Z elektronsko mikroskopijo so dokazali, da PlyB skupaj s PlyA
ali OlyA tvori 13-merni kompleks, podoben rozeti, z notranjim premerom 4,9 nm ter
zunanjim premerom 19,7 nm (Slika 2). Do permeabilizacije membrane pride, ko se na 26
molekul PlyA veže 13 molekul PlyB (Lukoyanova in sod., 2015). Ob oligomerizaciji
se PlyB konformacijsko spremeni tako, da se domena MACPF/CDC prestrukturira v
β -strukturirano lasnico. Tvori se β -sodčkasta pora, ki povzroči povečano električno
prevodnost membrane za večje topljence, kar ima citotoksičen vpliv na sesalske celice
(Butala in sod., 2017; Ota in sod., 2013).
Slika 1: Shematski prikaz tvorbe pore pleurotolizina A (PlyA) in pleurotolizina B (PlyB). (A) Monomera
PlyA in PlyB. (B) Zgodnja predpora, kjer se PlyB usede na PlyA. (C) Pozna predpora, kjer se prične
konformacijska sprememba PlyB. (D) Oblikovana pora, kjer pride do oblikovanja β -strukturirane lasnice.
Prirejeno po Lukoyanova in sod., 2015.
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Kočar E. Biološka vloga interakcije bakterijskih egerolizinov z lipidi.
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Slika 2: Membranska pora iz OlyA-PlyB. (A) EM slika 13-mernega rozetastega kompleksa, ki ga tvorita
OlyA in PlyB na membrani velikih unilamelarnih veziklov (LUV), pod elektronskim mikroskopom. (B)
Podrobnosti rozetastega kompleksa z višino 18 nm. Prikazani sta dve povezujoči membrani veziklov LUV.
Številke prikazujejo dimenzije v nanometrih. Prirejeno po Ota in sod., 2013.
2.1.3 Uporaba egerolizinov
Zaradi specifične prepoznave in vezave egerolizinov na membrane, bogate s CPE in Hol
ter SM in Hol, ti proteini predstavljajo obetavno orodje za detekcijo in vizualizacijo
znotrajcelične dinamike in distribucije lipidov, označevanje membran različnih celic,
sledenje lipidnim raftom ter preučevanje njihove vloge v zdravih in obolelih tkivih.
OlyA je zaradi svoje netoksičnosti proti sesalskim celicam uporaben kot marker za
sledenje lipidnih raftov v živih celicah. Skočaj in sodelavci (2014) so z mCherry
označenim proteinom OlyA inkubirali celice MDCK (ang. Madin-Darby canine kidney
cells) in pokazali, da je ta v višjih koncentracijah spodbudil vezikulacijo plazemske
membrane ter pot nadaljeval v zgodnje endosome. Zaradi tega odkritja je bil predlagan
kot sistem za dostavo tarčnih proteinov na razgradnjo v endosome. Vezava PlyA2,
konjugiranega s fluorescenčnim proteinom EGFP na membrane, bogate s SM in Hol,
je bila prikazana pri celicah HeLa (Bhat in sod., 2013). OlyA je zanimiv tudi iz
biotehnološkega in komercialnega vidika, saj stimulira razvoj primordija ter zorenje
plodišč (Berne in sod., 2007; Novak in sod. 2015).
Egerolizini so tudi biotehnološko in medicinsko uporabni. Nekatere izmed njih bi lahko
uporabili kot diagnostične biomarkerje za detekcijo izpostavljenosti oportunističnim
glivnim okužbam.
Invazivna aspergiloza je resna bolnišnična okužba, za katero trenutno ne poznamo
primernega orodja za zgodnjo detekcijo bolezni. Asp-HS bi lahko služil kot biomarker za
zaznavanje prisotnosti glive A. fumigatus pri pacientih ter pomoč pri oblikovanju zdravil
in cepiv proti patogeni glivi (Maličev in sod., 2007).
Velik zdravstveni problem dandanes predstavlja pomanjkanje varnih in učinkovitih
terapevtskih pristopov pri tripanosomiazi. Selektivno označevanje stadija Trypanosome
brucei, ki se prenaša po krvnem obtoku človeka, z EryA-EGFP, bi lahko uporabljali kot
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primarno orodje za detekcijo in vizualizacijo parazita v gostiteljskih tkivih (Bhat in sod.,
2015). Ker prepozna in se veže na membranske domene, bogate s CPE in Hol, ne pa tudi
na domene SM : Hol, je uporaben tudi za dostavljanje antigenov in zdravil do plazemske
membrane parazitov. V kombinaciji s proteinskim partnerjem z domeno MACPF (EryB)
ter tvorbo pore bi lahko iztrebljali parazite, brez negativnega vpliva na gostiteljske celice
(Bhat in sod., 2015).
Resnik in sod. (2015) so opazili, da ima porotvorni kompleks OlyA/PlyB nekrotičen vpliv
na invazivne celice raka sečnega mehurja, ne pa tudi na zdrave celice sečnega mehurja,
kar so izkoristili za preučevanje zdravljenja urotelijske oblike karcinoma.
Egerolizina Cbm17.1 in Cbm17.2 iz bakterije C. bifermentans sta zaradi
entomopatogenega efekta na larve komarjev iz rodu Aedes potencialna insekticida.
Zaradi toksičnega delovanja na ličinke koruznega hrošča se kot okolju prijazna
alternativa ali dodatek k sintetičnim pesticidom uporabljajo egerolizini Cry, bakterije B.
thuringiensis (Masson in sod., 2004; Moellenbeck in sod., 2001). Kot bioinsekticide bi
zaradi porotvorne aktivnosti lahko uporabili tudi glivne egerolizine (OlyA, PlyA, EryA,
PlyA2) skupaj s pripadajočo komponento B.
2.2 BAKTERIJSKI EGEROLIZINI
Bakterijski egerolizini, podobno kot glivni, delujejo znotraj večkomponentnih
kompleksov, ki se uporabljajo za zatiranje škodljivcev v kmetijstvu ter vektorskih
prenašalcev humanih bolezni. Znotraj binarnega kompleksa, toksičnega proti koruznemu
hrošču, delujeta Cry34Ab1 in Cry35Ab1 bakterije B. thuringiensis. Proteini Cbm17.1,
Cbm17.2, Cry16Aa in Cry17Aa bakterije C. bifermentans pa tvorijo 4-merni citolitični
kompleks, ki deluje toksično proti ličinkam komarjev iz rodu Aedes.
Insekticidne proteine bakterije B. thuringiensis že desetletja komercialno uporabljamo
kot bioinsekticide za zatiranje škodljivcev poljskih kultur. Zaradi razvoja odpornosti
med škodljivci se je zmanjšala tudi dovzetnost škodljivcev za uveljavljene bioinsekticide.
Posledično so se pojavile potrebe po odkritju novih, alternativnih proteinov s selektivnim
bioinsekticidnim delovanjem. Primer takšnega je nedavno odkrit dvokomponentni
insekticidni kompleks AfIP-1A/AfIP-1B bakterije Alcaligenes fecalis (Yalpani in sod.,
2017).
2.2.1 Egerolizin bakterije Bacillus thuringiensis
Bakterija B. thuringiensis je po Gramu pozitivna, ubikvitarna bakterija, ki v času
sporulacije sintetizira kristalne proteine (Cry), za katere je značilno, da se naložijo
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v kristalne vključke v celici. Proteini Cry so selektivno toksični proti žuželkam,
predstavnikom iz rodu hroščev (Coleoptera), metuljev (Lepidoptera), kožekrilcev
(Hymenoptera) ter dvokrilcev (Diptera). V kristalni obliki potujejo skozi prebavni trakt
žuželk in se v kislem okolju srednjega črevesa raztopijo in aktivirajo. Aktivni toksini
interagirajo z epitelnimi celicami srednjega črevesa ter v njihovih membranah tvorijo
pore. Absorbcija hranil se zmanjša, poruši se tudi osmotsko ravnotežje celic. Žuželke
se na poškodbe celic srednjega črevesa odzovejo s stradanjem ter sčasoma odmrejo
(Höfte in Whiteley, 1989; Kelker in sod., 2014; Schnepf in sod., 1998). Sintetične gene
proteinov Cry so zaradi njihovega toksičnega delovanja proti specifičnim nevretenčarskim
škodljivcem s pomočjo transformacije vnesli v poljske kulturne rastline. Na ta način se
transgene rastline uspešno obvarujejo pred škodljivci (Butala in sod., 2017; Schnepf in
sod., 1998). Proteine Cry lahko sintetiziramo tudi s pomočjo rekombinantnih sistemov
(npr. Pseudomonas fluorescens) v obliki inkluzijskih telesc (Moellenbeck in sod.,
2001).
Leta 2014 so Kelker in sod. določili tridimenzionalno strukturo proteinov Cry34Ab1 in
Cry35Ab1. Genska zapisa za oba proteina se nahajata znotraj istega operona (Butala
in sod., 2017; Moellenbeck in sod., 2001). Egerolizin Cry34Ab1 z molekulsko maso
∼14 kDa, v prisotnosti proteina Cry35Ab1 z molekulsko maso ∼44 kDa, iz družine
proteinov Toxin 10 (PF05431), tvori transmembransko poro. Skupaj delujeta toksično
proti ličinkam koruznega hrošča - Diabrotica virgifera virgifera (Bravo in sod., 2011;
Palma in sod., 2014; Schnepf in sod., 2004).
S pomočjo kristalografije, masne spektrometrije in metode ozkokotnega rentgenskega
sipanja (ang. Small-Angle X-Ray Scattering, SAXS) je bilo prikazano, da se oba toksina
v raztopini in nativnih pogojih nahajata v monomerni obliki ter sta izjemno stabilna v
širšem obsegu vrednosti pH (Kelker in sod., 2014).
Cry34Ab1 zavzame konformacijo β -sendviča, ki sestoji iz dveh nasprotnih si β -ploskev,
ki jih večinoma gradijo antiparalelne β -verige (Slika 3). Zaradi svojih arhitekturnih
lastnosti je podoben aktinoporinom, toksinom iz družine morskih veternic. Cry35Ab1 pa
je strukturno podoben proteinu BinB, ki ga sintetizira bakterija Lysinibacilus sphaericus,
prav tako iz družine Toxin 10. Za aktinoporine je značilno, da se kot monomeri vežejo
na membrane, ki vsebujejo SM, ter na njih oligomerizirajo. Sledi prehod N-terminalnih
α-vijačnic skozi membrano in nastanek tetramerne transmembranske pore. Zaradi
odsotnosti N-terminalnih α-vijačnic pri proteinu Cry34Ab1 se način porotvornega
delovanja najverjetneje razlikuje od načina delovanja, opisanega pri aktinoporinih
(Kelker in sod., 2014).
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Slika 3: Tridimenzionalni strukturi proteinov (A) Cry34Ab1 s konformacijo β -sendviča in (B) Cry35Ab1.
Prirejeno po Kelker in sod., 2014.
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Kljub znani tridimenzionalni strukturi proteinov Cry34Ab1 in Cry35Ab1 ter njuni
biokemijski okarakterizaciji, in vivo mehanizem permeabilizacije membrane še ni povsem
pojasnjen (Masson in sod., 2004). Raziskave kažejo, da Cry34Ab1/Cry35Ab1 interagirata
z (gliko)proteinskim receptorjem v membranah epitelnih celic srednjega črevesa žuželk,
ki pa do danes še ni identificiran (Li in sod., 2013; Narva in sod., 2017).
2.2.2 Egerolizina bakterije Clostridium bifermentans
C. bifermentans je prva znana anaerobna bakterija s selektivno toksičnim delovanjem
proti ličinkam komarjev iz rodu Aedes. Tudi tukaj se toksičnost razvije v času sporulacije,
vendar se za razliko od proteinov Cry, ti ne nalagajo v kristalne vključke (Qureshi in sod.,
2014).
Cry operon bakterije C. bifermentans sestavljajo štirje geni z zapisom za proteine –
Cry16Aa, Cry17Aa, Cbm17.1 in Cbm17.2. Kot kaže, se vsi izražajo hkrati. Približno
17 kDa velika proteina Cbm17.1 in Cbm17.2 sta egerolizinom podobna proteina. Večja,
∼70 kDa velika Cry16Aa in Cry17Aa, spadata v družino δ -endotoksinov (Butala in
sod., 2017). Aminokislinski sestavi proteinov Cbm17.1 ter Cbm17.2 sta v 44 %
podobni aminokislinski sestavi hemolizina iz glive A. fumigatus (Barloy in sod., 1998).
Ob prepisu celotnega operona Cry se tvori ∼170 kDa velik in stabilen holotoksin z
insekticidno aktivnostjo, medtem ko posamezni proteini niso citotoksični (Qureshi in
sod., 2014).
2.2.3 Egerolizin bakterije Alcaligenes fecalis
Leta 2017 so Yalpani in sod. pri po Gramu negativni bakteriji Alcaligenes fecalis odkrili
dvokomponentni insekticidni kompleks, selektivno toksičen proti škodljivcem iz rodu
hrošči. Kompleks sestavlja protein AfIP-1A z molekulsko maso 17 kDa ter AfIP-1B z
molekulsko maso 76 kDa. Gena za oba proteina sta na skupnem operonu.
AfIP-1A v kristalni obliki tvori dimer s konformacijo β -sendviča. Vsak izmed
monomerov je zgrajen iz kratke N-terminalne α-vijačnice ter 11 β -ploskev (Slika 4).
Na podlagi stukturnih in biokemijskih lastnosti so ga uvrstili v egerolizinsko družino
proteinov (Yalpani in sod., 2017).
Strukturna podobnost proteinov AfIP-1A in Cry34Ab1 je podkrepila raziskave Yalpani
in sod. (2017), ki so s kompeticijskim testom vezave pokazali, da si proteina delita isto
vezavno mesto ter način delovanja na membrane epitelnih celic srednjega črevesa ličink
koruznega hrošča.
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Slika 4: Tridimenzionalna struktura proteina AfIP-1A s konformacijo β -sendviča. Prirejeno po Yalpani in
sod., 2017.
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2.3 BAKTERIJA Pseudomonas aeruginosa
Po Gramu negativna bakterija P. aeruginosa je razširjena širom sveta, saj naseljuje
morske habitate, močvirja, prst, rastline in tkiva vretenčarjev (Stover in sod., 2000).
Je oportunistični patogen, ki predstavlja enega izmed glavnih povzročiteljev akutnih
in kroničnih okužb respiratornega, gastrointestinalnega in urinarnega trakta ter kosti in
sklepov pri pacientih z oslabljenim imunskim sistemom (Apidianakis in Rahme, 2009;
Chugani in Greenberg, 2007). Zdravljenje tovrstnih okužb je zaradi naravne odpornosti,
ki jo je bakterija razvila proti številnim antibiotikom, skoraj nemogoče.
Stover in sod. (2000) predpostavljajo, da je vzrok za uspeh bakterije P. aeruginosa v
različnih ekoloških habitatih tako zmožnost tekmovanja z drugimi mikroorganizmi, razvoj
mehanizmov odpornosti ter specifičnih metabolnih lastnosti sevov te bakterije. Ti so
se razvili znotraj evolucijske adaptacije, katero sta omogočili velikost in kompleksnost
genoma omenjene bakterije. Eden izmed ključnih faktorjev adaptacije bakterije na
humane gostiteljske sisteme je izražanje genov za virulenčne dejavnike. V patofizioloških
pogojih P. aeruginosa z agregacijo in adhezijo bakterijskih celic ter s pomočjo polimerov
tvori biofilm, odporen proti antibiotikom in razkužilom, kar bakteriji omogoča preživetje
v neugodnih pogojih (Rao in sod., 2011a).
Raziskave Hegde in sod. (2009) kažejo vpliv nevroendokrinih hormonov
gastrointestinalnega trakta na črevesne okužbe, ki jih povzroča bakterija P. aeruginosa.
Sekvenciranje genomov ter tehnologija mikromrež (ang. microarray technology) je
omogočila detekcijo sprememb v ekspresiji genov na globalni ravni. Ekspresijski
profili nemukoznih sevov, ki povzročajo akutne okužbe, se razlikujejo od mukoznih, ki
povzročajo kronične okužbe. Pri prehodu iz nemukoznega v mukozni fenotip je znižana
ekspresija številnih genov za virulenčne dejavnike, piocianin, pile in flagele (Rao in sod.,
2008, 2011b).
Zaradi ohranjenosti fiziologije tkiv in signalnih poti med vinsko mušico (Drosophila
melanogaster) in sesalci, predstavlja D. melanogaster modelni organizem za preučevanje
patogeneze P. aeruginosa (Apidianakis in Rahme, 2009).
2.3.1 Vloga bakterije Pseudomonas aeruginosa pri bolnikih s cistično fibrozo
Cistična fibroza je avtosomalna recesivna genetska bolezen, ki jo povzroča mutacija gena
CFTR (Oliver in sod., 2000) in prizadene ∼80.000 ljudi v Evropi in Severni Ameriki.
Regulator transmembranske prevodnosti pri cistični fibrozi, CFTR (ang. cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), lokaliziran v apikalni membrani epitelijskih celic,
je ABC transporter (ang. ATP-binding cassete transporter), ki deluje kot kloridni kanal
(Hamai in sod., 2009; Teichgräber in sod., 2008).
14
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Okvarjen CFTR povzroči zvišanje pH-ja v nekaterih znotrajceličnih organelih, zaradi
zmanjšane prevodnosti ionskega kanala za ione Cl-. Sprememba pH vodi v neravnovesje
med delovanjem encimov kisle sfingomielinaze (pretvorba sfingomielina v ceramid)
in kisle ceramidaze (pretvorba ceramida v sfingozin), zaradi česar se začne kronično
kopičenje ceramida v celicah makrofagov. Zaradi celične apoptoze, ki jo sproži ceramid,
pride do odlaganja depozitov DNA, kar omogoči adhezijo bakterijskih celic. Okvara
povzroči tudi nezmožnost aktivacije NADPH oksidaze in s tem sproščanja reaktivnih
kisikovih spojin kot mehanizma obrambe gostitelja pred patogenom (Teichgräber in sod.,
2008; Zhang in sod., 2010).
Pri ljudeh z opeklinami sevi P. aeruginosa povzročajo akutne infekcije, kot sta pljučnica
in bakterimija, medtem ko je pri pacientih s cistično fibrozo pogosto povezan s kroničnimi
okužbami pljuč (Chugani in Greenberg, 2007; Rao in sod., 2008).
Med kolonizacijo bakterije P. aeruginosa v pljučih, ki jo omogočijo abnormalne humane
epitelne celice dihalne poti, pride pri bakteriji do številnih morfoloških sprememb (Rao in
sod., 2008; Stover in sod., 2000). Najbolj očitna izmed njih je prehod iz nemukozenega
v mukozen fenotip. Zgodnji izolati P. aeruginosa iz dihalnih poti pacientov s cistično
fibrozo so nemukozni sevi, ki predstavljajo zgodnje okužbe in so podobni prostoživečim
bakterijam v okolju. Mukozni sevi pa so značilni za kronične okužbe. Rao in
sod. (2011b) so s proteomskima tehnikama iTRAQ in dvodimenzionalno gelsko
elektroforezo (2DE), sklopljenima s tandemsko masno spektrometrijo (MS/MS), odkrili
297 različno reguliranih proteinov ob primerjavi nemukoznega (383) in mukoznega seva
(2192). Mukozni sevi sintetizirajo visoke količine eksopolisaharida alginata, ki je glavni
pokazatelj prisotnosti kroničnih okužb (Slika 5). Alginat je nerazvejan linearni polimer,
ki dodatno ščiti bakterijo pred stresnimi dejavniki, kot so antibiotiki in imunski sistem
gostitelja, prav tako pa omogoči izboljšano adhezijo na gostiteljeve trahealne epitelijske
celice (Chugani in Greenberg 2007; Rao in sod., 2008, 2011b).
Čeprav so pljuča pacientov s cistično fibrozo bogata z organskimi spojinami, se bakterije
ves čas prilagajajo nevarnim pogojem okolja (celice imunskega odziva, dehidracija,
heterogenost pljučnega tkiva, dolgoročna terapija z antibiotiki) tako, da mutirajo genom
(Oliver in sod., 2000; Smith in sod., 2006).
Kronične okužbe za svoj razvoj potrebujejo dalj časa, saj je potrebna organizacija
bakterijskih celic v strukturirano mikrobno skupnost pritrjeno na podlago, imenovano
biofilm (Chugani in Greenberg, 2007). Biofilmi so značilni za mukozne seve in so precej
odpornejši proti antibiotikom v primerjavi z izogenimi nemukoznimi sevi, ki so značilni
za začetek okužb (Rao in sod., 2008).
Okužbe, ki jih P. aeruginosa povzroča pri pacientih s cistično fibrozo, vodijo v odpoved
pljuč in visoko stopnjo umrljivosti (Rao in sod., 2011b).
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Kočar E. Biološka vloga interakcije bakterijskih egerolizinov z lipidi.
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Slika 5: Primerjava fenotipov mukoznega (383) in nemukoznega seva (2192) bakterije P. aeruginosa. Seva
sta bila izolirana iz sputuma pacienta s cistično fibrozo v dvodnevnem zamiku in gojena na agarni plošči
LB 24 ur pri 37 ◦C. Prirejeno po Rao in sod., 2011b.
2.3.2 Rojenje bakterije Pseudomonas aeruginosa
Rojenje je oblika hitrega in koordiniranega gibanja bakterijskih populacij po viskoznih in
poltrdih površinah. Značilno je za flagelatne bakterije, kot so Pseudomonas, Salmonella,
Vibrio in druge. Rojenje je uravnavano z dostopnostjo dušika, najboljši sprožilci rojenja,
kot glavni vir dušika pa so: NO3- in aminokisline aspartat, glutamat, histidin in prolin
(Köhler in sod., 2000). Na rojenje močno vpliva celična gostota, produkcija ramnolipidov,
flageli in pili tipa IV, nutrienti ter vlažnost površine. Rojenje povzroči elongacijo celic,
spremembe v metabolizmu in ekspresiji genov, kar kaže na to, da predstavlja rojenje
kompleksen in prilagojen življenjski stil bakterij kot odziv na prisotnost specifičnih
pogojev okolja, v katerem se nahajajo (Shrout in sod., 2006; Overhage in sod., 2008).
Rezultat rojenja je tvorba kompleksnih razvejanih vzorcev celične organizacije v obliki
dendritov (ang. tendrils), prostori med njimi pa so analogni kanalčkom v biofilmu
in ostanejo nekolonizirani. Ko se dendrit razvije, se oblikuje koncentracijski gradient
ramnolipidov v okolici bakterij. Najvišja koncentracija ramnolipidov je med dendriti,
najmanjša pa neposredno pred napredujočim dendritom. Premikanje dendritov je
linearno, dokler ne zaznajo visokih koncentracij ramnolipidov drugega roja, kar povzroči
spremembo smeri gibanja (Caiazza in sod., 2005).
Poleg flageluma P. aeruginosa za rojenje potrebuje tudi ramnolipide in
3-hidroksialkanojske kisline (HAAs). Prvi modulirajo rojenje, medtem ko druge
vplivajo na hidrofobnost površine celic ter s tem na lepljenje na površino (Caiazza in
sod., 2005; Tremblay in Déziel, 2008).
16
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Ramnolipidi so biosurfaktanti, glikolipidi, ki jih sintetizirajo različne vrste bakterij. Prvič
so bili identificirani v sredini 20. stoletja v kulturah P. aeruginosa. So amfifilne molekule,
sestavljene iz sladkornega in lipidnega dela, ki se med seboj povezujeta z O-glikozidno
vezjo. Sladkorni del predstavlja ena (monoRL) ali dve (diramnolipidi) molekuli ramnoze,
ki sta med seboj povezani z α-1,2-glikozidno vezjo, lipidni del pa ena ali dve verigi
β -hidroksi maščobnih kislin, ki sta med seboj povezani z estrsko vezjo (Abdel-Mawgoud
in sod., 2010).
Njihova glavna lastnost je zmožnost spreminjanja fizikalnih in kemičnih lastnosti stičišč
(tekočina-tekočina, plin-tekočina, tekočina-trdna podlaga) ter zmanjšanje površinske
napetosti. Formirajo lahko emulzije in liposome ali delujejo kot detergenti (Caiazza in
sod., 2005; Davey in sod., 2002). Omogočajo razgradnjo hidrofobnih substratov, s čimer
omogočijo privzem in asimilacijo ogljikovodikov. Delujejo lahko kot virulenčni dejavniki
in modulirajo imunski sistem gostitelja, prav tako pa imajo antimikrobno aktivnost proti
po Gramu pozitivnim in negativnim bakterijam ter nekaterim vrstam gliv in fitopatogenov
(Abdel-Mawgoud in sod., 2010). Ramnolipidi so okoljsko kompatibilni, saj so večinoma
netoksični in biorazgradljivi, pomembni pa so tudi zaradi svoje potencialne aplikativnosti
v kozmetični industriji, biotehnologiji in bioremediaciji (Maier in Soberón-Chávez,
2000). Najdeni so bili tudi v sputumu pacientov s cistično fibrozo, poleg tega pa je bilo
dokazano tudi, da lahko inaktivirajo trahealne cilije sesalskih celic, kar nakazuje na to, da
so virulenčni dejavniki (Caiazza in sod., 2005).
Ramnolipidi vplivajo na arhitekturo biofilmov s tem, ko omogočajo vzdrževanje
kanalčkov, ki so zadolženi za pretok nutrientov in kisika znotraj zrelih biofilmov (Caiazza
in sod., 2005; Davey in sod., 2002). Biofilmi, ki se oblikujejo v odsotnosti ramnolipidov
so manj heterogeni (Davey in sod., 2002).
2.3.2.1 Zaznavanje celične gostote
Zaznavanje celične gostote (ang. quorum sensing, QS) je edinstven način komunikacije
med bakterijskimi celicami, ki koordinira prilagajanje bakterijskih vrst na spremembe v
okolju. Z malimi signalnimi molekulami, ki jih bakterije sproščajo v okolje, zaznavajo
gostoto populacije bakterij in njihovo prostorsko razporeditev. Številne bakterijske vrste
uporabljajo sistem QS za koordinacijo ekspresije genov glede na lokalno gostoto celic.
Najbolj raziskane QS molekule so N-acil-homoserin laktoni (HSL), ki jih sintetizirajo
po Gramu negativne bakterije. HSL so sestavljeni iz laktonskega obroča, pripetega
na stransko acilno verigo, dolgo 4-18 ogljikovih atomov. Interakcija med signalnimi
molekulami in njihovimi receptorji je pri bakterijah zelo specifična. Pod kontrolo QS
sistema so številni bakterijski procesi npr. oblikovanje biofilma, rojenje, konjugacija,
bioluminiscenca, sinteza antibiotikov in ekspresija virulenčnih faktorjev (Sieper in sod.,
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2013).
2.3.2.2 Biosinteza ramnolipidov
Izražanje genov za biosintezo ramnolipidov je pod kontrolo sistema QS, las/rhl.
Sistem je zgrajen iz transkripcijskih aktivatorjev LasR in RhlR, sintetaz signalnih
molekul LasI in RhlI ter njunih pripadajočih avtoinduktorjev. LasI sintetizira
N-3-oxo-dodekanoil-L-homoserin lakton (3OC12-HSL), RhlI pa N-butiril-HSL (C4-HSL)
(Pearson in sod., 1997; Maier in Soberón-Chávez, 2000).
V pozni eksponentni in stacionarni fazi rasti bakterijske celice pričnejo s sintezo signalnih
molekul HSL, ki sprožijo signalno transdukcijo in prepis tarčnih genov, med katerimi so
tudi geni za sintezo ramnolipidov.
Bakterije P. aeruginosa v tekoči kulturi sintetizirajo monoRL in diramnolipide (diRL).
Biosintezo ramnolipidov bakterije P. aeruginosa omogočajo produkti treh genov (rhlAB
in rhlC), ki so zapisani na dveh operonih. RhlA je vključen v sintezo maščobno
kislinskega dimera (HAAs) iz 3-hidroksimaščobne kisline. Gen rhlB nosi zapis za RhlB
ramnoziltransferazo-1, encim, ki iz prekurzorjev dTDP-L-ramnoze in molekule HAA
tvori monoRL. RhlC ramnoziltransferaza-2, za katero zapis nosi gen rhlC, pa iz monoRL
in nove molekule dTDP-L-ramnoze katalizira nastanek diRL (Abdel-Mawgoud in sod.,
2010; Maier in Soberón-Chávez, 2000).
2.3.3 Protein RahU, egerolizin bakterije Pseudomonas aeruginosa
Analize dveh fenotipsko različnih sevov P. aeruginosa (nemukozni sev 383 in mukozni
sev 2192, Slika 5), izoliranih iz sputuma pacienta s cistično fibrozo, so pokazale
spremembe v izražanju določenih genov med sevoma. Eden izmed diferenčno izraženih
genov je gen PA0122 z zapisom za hipotetični protein z neznano funkcijo. Na podlagi
homologije aminokislinskega zaporedja je produkt tega gena uvrščen v egerolizinsko
družino proteinov ter poimenovan kot protein RahU. Zvečan prepis gena rahU so opazili
pri nemukoznem sevu, ki je značilen za zgodnjo okužbo dihal (Rao in sod., 2008).
Kot je značilno za ostale egerolizine, ima tudi RahU majhno molekulsko maso (14,6 kDa)
in nizko izoelektrično točko (4,41). Domnevni proteinski partner proteina RahU še ni
znan.
Pri nemukoznem sevu (383) je RahU lokaliziran v citoplazmi ter notranji, v manjši meri
pa tudi v zunanji, membrani celice. Nasprotno se pri mukoznem sevu (2192) nahaja le
v citoplazmi. Detektirali pa so ga tudi v zunajceličnem okolju, kar nakazuje na možnost
interakcije z oksidiranimi fosfolipidi gostiteljskega organizma (Rao in sod., 2011a).
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Leta 2008 je bilo prvič dokazano, da rekombinantni protein RahU veže ox-LDL in
njegovo komponentno lizoPC (Rao in sod., 2008), leta 2015 pa tudi, da veže monoRL
(Miklavič in sod., 2015). Pleiotropni protein RahU vpliva na sintezo biofilma in
fiziologijo samega mikroba, z vezavo ox-LDL in lizoPC pa naj bi imel sposobnost
zaznave in modulacije gostiteljeve imunosti (Rao in sod., 2011c). Vplival naj bi na
ekspresijo makrofagnih genov in kemotakso celic monocitov ter makrofagov, preko
inhibicije ekspresije iNOS pa zniževal aktivnost dušikovega oksida (NO), ki predstavlja
molekulo imunskega odziva gostitelja na okužbo (Rao in sod., 2011c).
Egerolizin RahU iz bakterije P. aeruginosa ne vpliva na viabilnost celic humanih monocit
THP-1 in ni citotoksičen (Rao in sod., 2011c).
2.3.3.1 Izražanje gena rahU
Ekspresija gena PA0122 in njegovega produkta je odvisna od sistema zaznavanja celične
gostote. Aktivnost promotorja prahU je najvišja v zgodnji stacionarni fazi planktonske
rasti. Ob prisotnosti signalnih molekul 3OC12-HSL, ki jo sintetizira sintetaza LasI ter
C4-HSL, ki jo sintetizira sintetaza RhlI, se sproži signalna transdukcija. Receptorja
za omenjeni signalni molekuli sta transkripcijska faktorja LasR in RhlR. Las-rhl box
v promotorskem zaporedju gena rahU prepozna 3OC12-HSL-LasR in C4-HSL-RhlR,
aktivira se promotor prahU in prepis gena rahU (Miklavič in sod., 2015). Rao in
sod. (2011a) s svojimi rezultati raziskav kažejo, da lizoPC povzroči zvišanje aktivnosti
promotorja prahU in akumulacijo proteina RahU.
2.4 CERAMID FOSFOETANOLAMIN (CPE)
Sfingolipidi predstavljajo široko in raznoliko skupino lipidov, ki jih najdemo pri
evkariontih in nekaterih bakterijskih taksonih. So gradniki celičnih membran in
sodelujejo pri številnih fizioloških procesih znotraj celic. Večinoma se nahajajo v
zunanjem delu plazemske membrane, kjer omogočajo mehansko stabilnost, sortiranje
molekul in celično komunikacijo (Breslow in Weissman, 2010). Najbolj zastopan
sfingolipid v membranah sesalcev je SM, ki skupaj s Hol oblikuje nanodomene,
imenovane lipidni rafti (Simons in sod., 2004).
Sfingolipidi insektov se biokemijsko in biofizikalno razlikujejo od sesalskih in igrajo
pomembno vlogo v embriogenezi in gametogenezi, diferenciaciji, celični homeostazi ter
nevrogenezi (Vacaru in sod., 2013). V svoji zgradbi imajo, v primerjavi s sesalskimi
sfingolipidi, krajše maščobne kisline, s čimer vzdržujejo membransko fluidnost pri nižjih
temperaturah, optimalnih za insekte (Yamaji-Hasegawa in sod., 2015). So atipični za
prokarionte, a jih vendarle v visokih koncentracijah najdemo pri anaerobnih bakterijah
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iz debla Bacteroidetes, Chlorobi, Alphaproteobacteria in Deltaproteobacteria (Heaver in
sod., 2018).
CPE, analog SM, je glavni predstavnik sfingolipidov (Slika 6) v celičnih membranah
insektov, prav tako pa se v sledovih nahaja tudi v celičnih membranah sesalcev (Bickert in
sod., 2015). Poleg CPE se v membranah številnih nevretenčarjev nahaja tudi SM, medtem
ko mehkužci in ožigalkarji sintetizirajo analog lipida CPE, imenovan aminoetilfosfonat
(Yamaji-Hasegawa in sod., 2015).
Ceramidi sodelujejo pri strukturi celične membrane in vplivajo na proliferacijo celic,
vnetje, apoptozo in avtofagijo. Sintetizirajo se v endoplazemskem retikulumu (ER)
in so prekurzorji za sintezo vseh kompleksnih sfingolipidov (Galadari in sod., 2015).
SMSr, (ang. sphingomyelin synthase related cluster) s CPE sintazno aktivnostjo,
omogoči prenos fosfoetanolaminske glave na molekulo ceramida in tvori CPE. Prav tako
pa lahko transportni protein CERT, ki ima enako funkcijo pri sesalskih in insektnih
celicah, omogoči transport ceramidov do Golgijevega aparata (GA) (Hanada in sod.,
2003). Sfingomielin sintetaza 1 (SMS1) v lumnu GA sesalskih celic omogoči prenos
fosfoholinske glave iz fosfatidilholina (PC) na molekulo ceramida, pri čemer se tvori SM
in diacilglicerol (Huitema in sod., 2004). Sfingomielin sintetaza 2 (SMS2) na plazemski
membrani celice pa je zadolžena za lokalno proizvodnjo SM. Pri insektih in nekaterih
nevretenčarjih CPES (CDP-alkohol fosfotransferaza) iz donorja CDP-etanolamina odcepi
fosfoetanolaminsko glavo in jo pripne na ceramidno molekulo, pri čemer se tvori CPE
(Vacaru in sod., 2009; Yamaji-Hasegawa in sod., 2015). Za sintezo CPE v sesalskih
celicah sta zadolženi SMSr in SMS2. Raziskave Bickert in sod. (2015) kažejo, da pri
sintezi omenjenega lipida v sesalskih celicah sodelujejo tudi drugi encimi.
SMSr deluje kot senzor koncentracije ceramidov v ER. Za vzdrževanje nizkih
koncentracij ceramidov mora biti veš čas katalitično aktiven. Motnje v delovanju
SMSr vodijo v zvišano koncentracijo ceramidov v omenjenem celičnem organelu,
kar posledično povzroči njegovo sesedanje ter fragmentacijo GA (Vacaru in sod.,
2009).
CPE v membranskih dvoslojih s Hol ne tvori lipidnih domen, ki so značilne za SM in Hol.
Interakcija CPE s Hol je bistveno šibkejša in kinetično neugodna (Ramstedt in Slotte,
2006; Yamaji-Hasegawa in sod., 2015). Raziskave Rietveld in sod. pa nakazujejo, da bi
CPE v celičnih membranah Drosophile lahko tvoril lipidne mikrodomene z nekaterimi
drugimi steroli (ergosterol, kampesterol, sitosterol).
Visoka koncentracija CPE v membranah nevretenčarjev in nekaterih bakterijskih
taksonov nakazuje na njegovo pomembno biološko vlogo. Poleg tega, da sodeluje v
zgodnjem razvoju Drosophile (Ghosh in sod., 2013) in da ne tvori lipidnih domen s Hol,
o njegovi biološki vlogi v organizmih, ki ga sintetizirajo, ni veliko znanega.
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Slika 6: Strukture sfingolipidov in njihovih derivatov, ki si delijo lastnost enake polarne glave v
njihovi strukturi. (A) ceramid, (B) sfingomielin (SM), (C) ceramid fosfoetanolamin (CPE), (D)
O-fosforiletanolamin, (E) 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol (Tris).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Kemikalije
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij
Kemikalija Proizvajalec
1,4-ditiotreitol (DTT) Fluka, Francija
2-propanol Merck, Nemčija
4-benzensulfonil fluorid hidroklorid
(AEBSF)
Sigma, ZDA
Aceton Carlo Erba Reagents, Italija
Agar Formedium, Velika Britanija
Agaroza Nippon Genetics Europe, Japonska
Akrilamid SureCast 40 % (w/v) Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, ZDA
Amonijev klorid (NH4Cl) Merck, Nemčija
Amonijev persulfat (APS) Bio-Rad, ZDA
Ampicilin (Ampicillin sodium salt) Sigma, ZDA
Benzamidin Sigma, ZDA
Borova kislina (H3BO3) Sigma, ZDA
Etanol (EtOH) Carlo Erba Reagents, Italija
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Ambion, ZDA
Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) Sigma, ZDA
FluoroshieldTM with DAPI Sigma, ZDA
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma, ZDA
HIS-Select R© Nickel Affinity Gel Sigma, ZDA
Imidazol Sigma, ZDA
Izopropil β -D-tiogalaktozid (IPTG) Sigma, ZDA
Kalcijev klorid (CaCl2) Merck, Nemčija
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) Merck, Nemčija
Kalijev hidroksid (KOH) Merck, Nemčija
Kalijev klorid (KCl) Kemika, Hrvaška
Karbenicilin (Carbenicillin disodium salt) Sigma, ZDA
Kazamino kisline (CCA) Difco laboratories, ZDA
Kloroform Carlo Erba Reagents, Italija
Luria-Bertanijevo (LB) gojišče LLG Labware, Nemčija
se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 1: Seznam uporabljenih kemikalij
Kemikalija Proizvajalec
Magnezijev sulfat (MgSO4) Merck, Nemčija
Metanol (MeOH) Carlo Erba Reagents, Italija
Natrijev dodecilsulfat (NaDS) Sigma, ZDA
Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Merck, Nemčija
Natrijev hidroksid (NaOH) Merck, Nemčija
Natrijev klorid (NaCl) Merck, Nemčija
PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, ZDA
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin) Sigma, ZDA
Trikloroocetna kislina (TCA) Sigma, ZDA
Tris Merck, Nemčija
Tris-HCl Merck, Nemčija
3.1.2 Laboratorijska oprema
Preglednica 2: Laboratorijska oprema
Oprema Proizvajalec
Aparatura za agarozno elektroforezo:
elektroforezni aparat Mini submarine
unit, usmernik EPS 1001
Amersham Pharmacia Biotech, Velika
Britanija
Aparatura za dokumentiranje gelov
G:BOX
SYNGENE, Anglija
Aparatura za NaDS-PAGE in prenos
western Mini-PROTEAN Tetra
System: enota za prenos western
Mini Trans-Blot R©, usmernik PowerPac
1000, usmernik PowerPac HC
Bio-Rad, ZDA
Aparatura za PCR Mastercycler Eppendorf, Nemčija
Avtoklav Kambič, Slovenija
Biacore T100 GE Healthcare, ZDA
Centrifuga Biofuge 13 Heraeus, Nemčija
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5418 Eppendorf, Nemčija
Centrifuga Rotanta 460 R Hettich Zentrifugen, Nemčija
Centrifuga Sigma 3-30 KS Sigma Centrifuge, Nemčija
Centrifuga Sorvall LYNX 6000 Thermo Scientific, ZDA
se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 2: Laboratorijska oprema
Oprema Proizvajalec
Digestorij Variolab Waldner, Nemčija
Ekstrudor Avestin Lipid Extrudor Avestin, Kanada
Električni kuhalnik Korona Electric, Nemčija
Fluorescenčni mikroskop AxioImager
Z1, ApoTome
Carl Zeiss, Nemčija
Hladilniki 4 ◦C Gorenje, Slovenija
Inkubator mali Labnet, ZDA
Laminarij Iskra, Slovenija
Magnetno mešalo RCT basic IKA, Kitajska
Mikrovalovna pečica SHARP, Japonska
pH-meter SevenMultiTM Mettler Toledo, Nemčija
Plinski gorilnik Integra Biosciences, ZDA
Rotavapor R-134, V-850 Büchi, Švica
Sonikator Vibra-cell VCX 750 Sonics and Materials, ZDA
Spektrofluorometer FP-750 Jasco, Japonska
Spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Scientific, ZDA
Spektrofotometer UV-1800 SHIMADZU, Japonska
Spektrometer ChirascanTM CD
Spectrometer
Applied Photophysics, Velika Britanija
Stereomikroskop Leica MZFLIII,
digitalna kamera Leica DFC290 H,
programska oprema LAS V 4.0 (Leica
Application Suite)
Leica Microsystems, Nemčija
Stresalnik Innova 2300 New Brunswick Scientific, ZDA
Stresalnik The Belly Dancer Stovall Life Science, ZDA
Tehtnica L420S in MC210P Sartorius, Nemčija
Termostatiran stresalnik TS-100 BioSan, Latvija
Transiluminator BIO view Biostep, Nemčija
Vakumski koncentrator miVac GeneVac, Velika Britanija
Vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija
Zamrzovalniki -20 ◦C Gorenje, Slovenija
Zamrzovalnik -80 ◦C Ultra Low Sanyo, Japonska
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3.1.3 Drobna laboratorijska oprema
Preglednica 3: Drobna laboratorijska oprema
Oprema Proizvajalec
Biacore senzor čip CM5 (serija S) in L1 GE Healthcare, ZDA
Celulozno acetatni filtri 0,22 µm Sartorius, Nemčija
Dializna membrana Spectra/Por R©
MWCO 6-8000
Spectrum Labs, ZDA
Filter Millex-GV Merck Millipore, ZDA
Mikroskopirne komorice (µ-Slide 8
Well)
iBidi, Nemčija
PD-10 kolone GE Healthcare, ZDA
PVDF membrana Immobilon-PSQ (0,2
µM)
Merck, Nemčija
Steklene kroglice Sigma-Aldrich, ZDA
Ultrafiltratorji Amicon Ultra-4 MWCO
10.000
Merck Millipore, ZDA
3.1.4 Raztopine in pufri
Preglednica 4: Uporabljene raztopine in pufri
Pufer PBS
140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,8 mM
KH2PO4, 10,1 mM Na2HPO4, pH 7,4
Pufer za merjenje CD spektra
10 mM fosfatni pufer, pH 8,0
Pufri za merjenje triptofanskega spektra
20 mM Tris, pH 8,0
20 mM Tris, 140 mM NaCl, pH 7,4
10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,4
Pufra za vezikle
20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 8,0
10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,4
se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 4: Uporabljene raztopine in pufri
Raztopine za agarozno gelsko elektroforezo
TBE pufer (10x) 1 M Tris, 1 M H3BO3, 20 mM EDTA
Nanašalni pufer (6x) 6X DNA Loading Dye, Fermentas,
Litva
DNA velikostni standardi (1kb) Thermo Scientific, ZDA
Raztopine za izolacijo ter čiščenje rekombinantnih proteinov egerolizinov
Pufer za pripravo založne raztopine
benzonaze
50 mM Tris, 20 mM NaCl, 2 mM
MgCl2, pH 8,0
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM
NaCl, pH 7,5
Pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM
NaCl, 25 mM imidazol, pH 7,5
Pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM
NaCl, 300 mM imidazol, pH 7,5
Pufri za dializo 20 mM Tris, pH 8,0
20 mM Tris, 130 mM NaCl, pH 7,4
10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,4
Raztopine za NaDS-PAGE elektroforezo
10x elektroforezni pufer 250 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,92 M
glicin, 1 % (m : v) NaDS
NuPAGETM NovexTM 4-12 % Bis-Tris
Protein Gel
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
ZDA
Nanašalni pufer NuPAGE R© LDS Sample Buffer (4X),
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
ZDA
Standardi molekulskih mas za
NaDS-PAGE
Thermo scientific, ZDA
Raztopina za barvanje NaDS gelov SimplyBlueTM SafeStain, Novex, Life
Technologies, ZDA
Raztopina za razbarvanje NaDS gelov dH2O
NaDS nanašalni gel 40 % akrilamid (300 µl), dH2O (1767
µl), 0,5 M Tris pH 6,8 (750 µl), 10
% NaDS (30 µl), 1,5 % APS (150 µl),
TEMED (3 µl)
se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 4: Uporabljene raztopine in pufri
12 % NaDS ločevalni gel 40 % akrilamid (1500 µl), dH2O
(2586,5 µl), 3 M Tris pH 8,8 (625 µl),
10 % NaDS (33,5 µl), 1,5 % APS (250
µl), TEMED (5µl)
Raztopine za prenos western
Western blot pufer 20 % MeOH v 1x elektroforeznem pufru
Pufer TBS 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4
Raztopina za blokado površine PVDF
membrane
Pufer TBS z dodanim 4 % BSA
Raztopina za primarna anti-HIS in
sekundarna goat-anti mouse protitelesa
Pufer TBS z dodanim 4 % BSA
Peroksidazna substrata 25 ml 1x pufer TBS + 50 ul 30 % H2O2
15 mg 4-kloronaftola + 5 ml 100 %
MeOH
Raztopine za SPR
Nosilna pufra za imobilizacijo veziklov
na čip L1 ter vezavo proteinov
20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 8,0
10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,4
Pufer za regeneracijo čipa L1 40 mM oktil glukozid (OG) in 0,5 %
NaDS
Nosilni pufer za imobilizacijo proteinov
na čip CM5 Series S
20 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 140 mM
NaCl, pH 7,2
Nosilni pufer za vezavo monoRL 130 mM NaCl, 50 mM Tris, 50 µM
EDTA, 1 % DMSO, pH 7,4
Nosilni pufer za vezavo fosforilholin
klorida, O-fosforiletanolamina in
lizoPC
130 mM NaCl, 50 mM Tris, 50 µM
EDTA, pH 7,4
Nosilni pufer za vezavo noradrenalina 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,4
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3.1.5 Kompleti
Preglednica 5: Kompleti
Komplet Proizvajalec
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) Thermo Scientific, ZDA
GeneJET Gel Extraction Kit
GeneJET PCR Purification Kit
GeneJET Plasmid Miniprep Kit
QuickChange II Site-Directed
Mutagenesis Kit
Stratagene, ZDA
3.1.6 Gojišča
Preglednica 6: Gojišča
Gojišče Sestavine/Proizvajalec
LB (”Luria-Bertani”) 1 % (m : v) kazeinski hidrolizat
0,5 % (m : v) kvasni ekstrakt
1 % (m : v) NaCl
LB Amp 25 g/L LB
100 µg/mL Amp
LB Cb 25 g/L LB
300 µg/mL Cb
Insect-XPRESSTM Protein-free Insect
Cell Medium with L-glutamine
Lonza, Švica
M9 (“minimalno gojišče”) z dodatki Osnova: 6 g Na2HPO4, 3 g KH2PO4,
0,5 g NaCl, 1 g NH4Cl
Dodatki: 2 mL 1 M MgSO4, 0,1 mL 1
M CaCl2, 10 mL 20 % glukoze, 2 g agar,
2 g CCA
dH2O do 1 L
28
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3.1.7 Bakterijski sevi
Preglednica 7: Bakterijski sevi
Sev Genotip
E. coli DH5α F–endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR
nupG purB20 φ80dlacZ∆M15∆(lacZYA-argF) U169,
hsdR17 (rK–, mK+), λ–
E. coli BL21(DE3) ompT gal dcm lon hsdSB (rB– mB–) λ (DE3 [lacI
lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS)
P. aeruginosa PA01 divji tip
P. aeruginosa PW1205 PA01 ∆rahU::Tn lacZ
P. aeruginosa PW1206 PA01 ∆rahU::Tn phoA
P. aeruginosa PA01 ∆lasR PA01 ∆lasR::TcR
P. aeruginosa PA01 ∆rhlR PA01 ∆rhlR::GmR
3.1.8 Plazmidni vektorji
Plazmidni vektorji, ki smo jih pripravili sami, so v stolpcu Vir označeni z *.
Preglednica 8: Plazmidni vektorji
Plazmidni vektor Lastnosti Vir
pET21c Ekspresijski plazmidni
vektor s promotorjem T7, ki
omogoča regulirano ekspresijo
rekombinantnih proteinov
s histidinskim repkom na
karboksi-terminalnem koncu.
Plazmidni vektor nosi zapis za
odpornost proti Amp.
Novagen, ZDA
pET21c.rahU Plazmidni vektor pET21c z
zaporedjem CDS gena rahU, iz
bakterije P. aeruginosa PA01.
Š. Bordon
se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 8: Plazmidni vektorji
Plazmidni vektor Lastnosti Vir
pET21c rahU-W29A Plazmidni vektor pET21c z
zaporedjem CDS gena rahU, iz
P. aeruginosa PA01, s točkovno
mutacijo triptofana na mestu 29 v
alanin.
*
pET21c rahU-W59A Plazmidni vektor pET21c z
zaporedjem CDS gena rahU, iz
P. aeruginosa PA01, s točkovno
mutacijo triptofana na mestu 59 v
alanin.
*
pET21c rahU-C63A Plazmidni vektor pET21c z
zaporedjem CDS gena rahU, iz
P. aeruginosa PA01, s točkovno
mutacijo cisteina na mestu 63 v
alanin.
*
pET21c rahU-W94A Plazmidni vektor pET21c z
zaporedjem CDS gena rahU, iz
P. aeruginosa PA01, s točkovno
mutacijo triptofana na mestu 94 v
alanin.
*
pET21c rahU-D39A Plazmidni vektor pET21c z
zaporedjem CDS gena rahU, iz
P. aeruginosa PA01, s točkovno
mutacijo asparaginske kisline na
mestu 39 v alanin.
*
pET21c rahU-E41A Plazmidni vektor pET21c z
zaporedjem CDS gena rahU, iz
P. aeruginosa PA01, s točkovno
mutacijo glutaminske kisline na
mestu 41 v alanin.
*
pLP170 prahU-mCherry Plazmidni vektor pLP170
z ustavljenim kodirajočim
zaporedjem gena mCherry, pod
kontrolo promotorja gena rahU.
Š. Bordon
se nadaljuje
30
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Nadaljevanje Preglednice 8: Plazmidni vektorji
Plazmidni vektor Lastnosti Vir
pLP170
prahU-PaCDS-mCherry
Plazmidni vektor pLP170
z ustavljenim kodirajočim
zaporedjem gena rahU iz P.
aeruginosa in gena mCherry, pod
kontrolo promotorja gena rahU.
Med genoma je vstavljeno 30
nukleotidov dolgo zaporedje.
Š. Bordon
pJET1.2/blunt Thermo Fisher
Scientific, ZDA
3.1.9 Začetni oligonukleotidi
Preglednica 9: Začetni oligonukleotidi
Oznaka Oligonukleotidno zaporedje
PaProm-forward 5’-CCCCTCGAGGCCCTGCTCGATGCCCTGGA-3’
PaCDS-reverse 5’-CCCCTCGAGGGAGAAGCGGCCGAGGGTCA-3’
rahU-mCherry
forward
5’-GCGCATATGGCATACGCAGAATGGATC-3’
rahU-mCherry
reverse
5’-CGCCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’
W29A-forward 5’-AGAACTTGCCCGCTTGCAAGGTGGCGTTGCGG-3’
W29A-reverse 5’-CCGCAACGCCACCTTGCAAGCGGGCAAGTTCT-3’
D39A-forward 5’-GGTGGAAATCTCGTCGGCCTTGTTGGTGTAGCG-3’
D39A-reverse 5’-CGCTACACCAACAAGGCCGACGAGATTTCCACC-3’
E41A-forward 5’-TCCTCGGTGGAAATCGCGTCGTCCTTGTTGG-3’
E41A-reverse 5’-CCAACAAGGACGACGCGATTTCCACCGAGGA-3’
W59A-forward 5’-GCAGGAGGCGATCGCTTGCGGGCTGCCG-3’
W59A-reverse 5’-CGGCAGCCCGCAAGCGATCGCCTCCTGC-3’
C63A-forward 5’-CGTTCTCCCGTCCGGCGGAGGCGATCCATT-3’
C63A-reverse 5’-AATGGATCGCCTCCGCCGGACGGGAGAACG-3’
W94A-forward 5’-GGCGCCGGATTTCGCCGGGTCATCCCAG-3’
W94A-reverse 5’-CTGGGATGACCCGGCGAAATCCGGCGCC-3’
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3.1.10 Encimi
Preglednica 10: Encimi
Encim Proizvajalec
FD BamHI, FD NdeI, FD XhoI s
pripadajočim pufrom 10x FastDigest
Green Buffer
Thermo Scientific, ZDA
DpnI (priložen v kompletu za
mestnospecifično mutagenezo)
Agilent Technologies, ZDA
T4 DNA Ligaza s pripadajočim pufrom
10x T4 DNA Ligase Buffer
Thermo Scientific, ZDA
Benzonaza (DNaza), RNaza A Sigma, ZDA
3.1.11 Protitelesa
Preglednica 11: Protitelesa
Protitelo Proizvajalec
Primarna monoklonska mišja proti-histidinska
protitelesa
Invitrogen, ZDA
Sekundarna monoklonska kozja proti-mišja
protitelesa, sklopljena s hrenovo peroksidazo, iz
imunoglobulinskega razreda G (IgG-HRP)
Thermo Scientific, ZDA
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3.1.12 Lipidi in liposomi
Preglednica 12: Lipidi in liposomi
Lipid Proizvajalec
N-acil-sfingozilfosforiletanolamin (CPE) Matreya LCC, ZDA
Fosforilholin klorid Avanti Polar Lipids, ZDA
O-fosforiletanolamin
1-palmitoil-2-hidroksi-sn-glicero-3-fosfoholin (C:16)
(lizoPC)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin
(POPC)
R-90m90 Rhamnolipid (monoRL) Sigma-Aldrich, ZDA
Liposomi
CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol : mol : mol)
CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol)
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3.2 METODE
3.2.1 Molekulsko kloniranje
3.2.1.1 Transformacija kompetentnih celic E. coli
Kompetentne celice so bile pripravljene na Katedri za biokemijo, Oddelka za biologijo,
Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani.
Približno 50 µL kompetentnih bakterijskih celic, shranjenih na -80 ◦C, smo odtalili na
ledu in jim dodali 2,5 ng plazmida pET21c z vstavljenim genskim zapisom za rahU.
Mikrocentrifugirko s transformacijsko mešanico smo 10 minut inkubirali na ledu in jo
nato za 90 sekund prenesli v vodno kopel z 42 ◦C, s čimer smo izvedli toplotni šok, ki
je omogočil vstop plazmidne DNA v bakterijske celice. Po inkubaciji v vodni kopeli
smo mikrocentrifugirko ponovno inkubirali na ledu 2 minuti. Zatem smo mešanici dodali
600 µL toplega tekočega gojišča LB in inkubirali 1 uro pri 37 ◦C s stresanjem pri 400
obr./min. Po končani inkubaciji smo celice zbrali s centrifugiranjem 1 minuto pri 11.000
x g. Aseptično smo odstranili večino gojišča, v preostanku pa resuspendirali celični
sediment. Le-tega smo razmazali na agarne plošče s selekcijskim gojiščem LB Amp
in inkubirali preko noči pri 37 ◦C.
3.2.1.2 Izolacija plazmidne DNA
Kolonije, ki so zrasle na ploščah po transformaciji, smo precepili v 10 mL tekočega
gojišča LB Amp in inkubirali preko noči pri 37 ◦C s stresanjem pri 180 obr./min.
Izolacijo plazmidne DNA smo izvedli s kompletom GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo
Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca. Za določanje koncentracije in čistosti
izolirane plazmidne DNA smo uporabili spektrofotometer NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific, ZDA).
3.2.1.3 Mestnospecifična mutageneza
Za uvedbo točkovnih mutacij (W29A, D39A, E41A, W59A, C63A, W94A) v zapis za
protein RahU, vstavljen v plazmid pET21c ali pLP170 (v primeru uvajanja točkovnih
mutacij v zapis za protein RahU, kateremu je sledil zapis za fluorescenčni protein
mCherry) smo uporabili komplet QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit.
Reakcijsko mešanico smo pripravili v skladu z navodili proizvajalca (Stratagene, ZDA).
Pri uvajanju posameznih točkovnih mutacij smo pri izvedbi reakcije PCR uporabili set
dveh primerjev s spremenjenim nukleotidnim zaporedjem (opisano v poglavju ??). Kodon
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z zapisom za posamezno aminokislino smo zamenjali s kodonom za alanin. Mesta za
mutagenezo sta določili dr. Tea Lenarčič in doc. dr. Marjetka Podobnik s Kemijskega
inštituta v Ljubljani, na podlagi eksperimentalno določene tridimenzionalne strukture
prostega proteina RahU ali proteina v kompleksu s Tris-om (Lenarčič, 2018).
Preglednica 13: Sestava PCR reakcijske zmesi za uvedbo točkovnih mutacij.
Komponenta Koncentracija Volumen
10x reakcijski pufer 1x 5 µL
matrična DNA 5-50 ng X µL
5’-začetni oligonukleotid 125 ng 2 µL
3’-začetni oligonukleotid 125 ng 2 µL
zmes dNTP-jev 2 mM vsakega 1 µL
dH2O do 50 µL
PfuTurbo DNA polimeraza 2,5 U/µL 1 µL
Preglednica 14: Pogoji za reakcijo PCR.
Segment Čas Temperatura
inkubacija 30 s 95 ◦C
denaturacija 30 s 95 ◦C
16xvezava začetnih oligonukleotidov 60 s 55 ◦C
polimerizacija 10 min 68 ◦C
elongacija 5 min 68 ◦C
inkubacija ∞ 4 ◦C
Po končani PCR reakciji smo metilirano (matrično) DNA razgradili z restrikcijskim
encimom DpnI (1 µL 10 U/µL). Po enourni razgradnji pri 37 ◦C, smo tako pripravljeno
plazmidno DNA transformirali v kompetentne celice XL1-blue (opisano v poglavju
3.2.1.1).
Izolirali smo namnoženo plazmidno DNA (opisano v poglavju 3.2.1.2) in jo sekvencirali
pri podjetju Microsynth (Švica).
3.2.1.4 Verižna reakcija s polimerazo (PCR)
Po uspešnem sekvenciranju smo fragmente DNA namnožili s pomočjo reakcije PCR in
uspešnost reakcije preverili z agarozno gelsko elektroforezo.
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Kočar E. Biološka vloga interakcije bakterijskih egerolizinov z lipidi.
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Preglednica 15: Sestava reakcijske zmesi za pomnoževanje DNA fragmentov.
Komponenta Volumen
10x reakcijski pufer 5 µL
matrična DNA (20-50 ng) 0,5 µL
5’-začetni oligonukleotid 1 µL
3’-začetni oligonukleotid 1 µL
10 mM zmes dNTP-jev 2 µL
dH2O do 50 µL
VENT polimeraza 0,5 µL
Preglednica 16: Pogoji za reakcijo PCR.
Segment Čas Temperatura
inkubacija 3 min 95 ◦C
denaturacija 30 s 95 ◦C
25xvezava začetnih
oligonukleotidov
30 s 60 ◦C
polimerizacija 1kb/min 72 ◦C
elongacija 5 min 72 ◦C
inkubacija ∞ 4 ◦C
3.2.1.5 Agarozna gelska elektroforeza
Analizo in čiščenje molekul DNA smo izvedli z metodo agarozne gelske elektroforeze, pri
čemer smo uporabili 0,8-1 % agarozni gel. Potekala je pri 100 V, 45 minut. Za določanje
velikosti molekul DNA smo uporabili 1kb DNA velikostni standard (Thermo Scientific,
ZDA). DNA smo iz gela izolirali s kompletom GeneJET Gel Extraction Kit, v skladu z
navodili proizvajalca (Thermo Scientific, ZDA).
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3.2.1.6 Restrikcija plazmidne DNA
Ekspresijski vektor pET21c in fragmente DNA vstavljene v vektor pLP170 smo rezali z
restriktazama NdeI in XhoI (Thermo Scientific, ZDA). Rezanje je potekalo 15 minut pri
37 ◦C. Sestava restrikcijske zmesi je prikazana v preglednici 17. Usprešnost restrikcije je
bila preverjena z agarozno gelsko elektroforezo.
Preglednica 17: Sestava reakcijske zmesi za restrikcijo fragmentov DNA.
Komponenta Volumen
Plazmidna DNA/Fragment
DNA (1 µg)
16 µL
FastDigest NdeI 1 µL
FastDigest XhoI 1 µL
10x reakcijski pufer 2 µL
3.2.1.7 Izolacija fragmentov DNA iz gela
Rezan ekspresijski vektor pET21c in fragmente DNA pravilnih velikosti smo iz gela
izolirali s pomočjo kompleta GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, ZDA), po
navodilih proizvajalca.
3.2.1.8 Ligacija DNA konstruktov v plazmid pET21c
Očiščene fragmente DNA z zapisom za gen rahU s posamezno točkovno mutacijo, rezane
z restriktazama XhoI in NdeI, smo posamično ligirali v ekspresijski vektor pET21c, rezan
z enakima restriktazama. Ligacija je potekala približno 20 minut pri 21 ◦C. Sestava
ligacijske zmesi je prikazana v preglednici 18.
Preglednica 18: Sestava reakcijske zmesi za ligacijo fragmentov DNA v plazmid pET21c.
Komponenta Volumen
Fragment DNA (1-10 µg/mL) 4 µL
pDNA (1-10 µg/mL) 3,5 µL
T4 DNA ligaza 0,5 µL
10x reakcijski pufer 2 µL
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3.2.2 Izolacija in čiščenje rekombinantnih proteinov
3.2.2.1 Transformacija plazmidnih konstruktov v kompetentne celice E. coli
BL21(DE3)
Plazmidne konstrukte pET21c rahU, pET21c rahUW29A, pET21c rahUD39A, pET21c
rahUE41A, pET21c rahUW59A, pET21c rahUC63A, pET21c rahUW94A, pET21c
rahU-mCherry, pET21c rahUW59A-mCherry in pET21c rahUW94A-mCherry smo
transformirali v ekspresijski sistem, sev E. coli BL21(DE3), po postopku opisanemu v
poglavju 3.2.1.1.
3.2.2.2 Izražanje rekombinantnih proteinov
Kolonije, ki so zrasle na ploščah LB Amp smo precepili v 10 mL tekočega gojišča LB
in inkubirali preko noči pri 37 ◦C, s stresanjem pri 180 obr./min. Naslednji dan smo
posamezno prekonočno kulturo prelili v 500 mL tekočega gojišča LB Amp in dvolitrske
erlenmajerice z bakterijsko kulturo inkubirali pri 37 ◦C in stresanjem pri 180 obr./min.
Pri OD600 0,5-0,8 smo izražanje proteinov inducirali z induktorjem IPTG s končno
koncentracijo 0,5 mM ter kulturo stresali 24 ur pri 20 ◦C in stresanjem pri 180 obr./min.
Celice smo po končani inkubaciji zbrali s centrifugiranjem 10 minut pri 4 ◦C in 6.000 x g
ter jih shranili pri -20 ◦C.
3.2.2.3 Homogenizacija bakterijskih celic
Bakterijske celice, shranjene pri -20 ◦C, smo odtalili na ledu in jim dodali 2 mL pufra
za lizo/1 g biomase, 0,5 mg lizocima/1 mL pufra za lizo, 5U/mL benzonaze, 20 µg/mL
RNaze A, benzamidin s končno koncentracijo 1 mM in PMSF s končno koncentracijo
0,5 mM. Bakterijske celice smo razbili z desetminutnim soniciranjem (1-sekundni pulz
in 2-sekundni premor) pri amplitudi 38 %. Da bi rekombinantni protein ohranil svojo
stabilnost in konformacijo, smo bakterijske celice med soniciranjem hranili na ledu.
Bakterijski lizat smo centrifugirali 30 minut pri 4 ◦C in 15.500 x g. Pridobljeno topno
frakcijo smo ponovno centrifugirali 30 minut pri 4 ◦C in 100.000 x g. Za analizo
prisotnosti rekombinantnega proteina smo shranili vzorec topne in netopne frakcije.
3.2.2.4 Izolacija rekombinantnih proteinov z Ni-afinitetno kromatografijo
Za izolacijo rekombinantnih proteinov RahU, RahUW29A, RahUD39A, RahUE41A,
RahUW59A, RahUC63A, RahUW94A, RahU-mCherry, RahUW59A-mCherry in
RahUW94A-mCherry iz topne frakcije bakterijskih lizatov smo uporabili Ni-afinitetno
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kromatografijo. Metoda temelji na afiniteti proteinov označenih s histidinsko oznako
His6, do nikljevih kationov, imobiliziranih na nitrilotriocetno kislino.
Kot nosilec Ni2+ ionov smo uporabili Ni-NTA agarozo (HIS-Select R© Nickel Affinity
Gel, Sigma, ZDA), ki smo jo najprej sprali z nekaj mililitri pufra za lizo in jo nato 1 uro
inkubirali z vzorcem z rahlim stresanjem pri 4 ◦C. Po inkubaciji smo vzorec nanesli na
25 mL kolono in zbrali nevezano frakcijo. Sledilo je spiranje kolone s 25 mL pufra za
lizo, nato s 50 mL pufra za spiranje. Na koncu smo protein eluirali s kolone pri počasnem
pretoku, z 2-krat po 1 mL pufra za elucijo z visoko koncentracijo kompetitorja imidazola.
Vsi koraki so bili z namenom ohranitve pravilnega zvitja proteinov izvedeni v hladni sobi
pri 4 ◦C. Vzorce elucije smo združili v dializnem črevu Spectra/Por R© z velikostjo por
prepustnosti 6-8.000 kDa (Spectrum Labs, ZDA) in jih dializirali proti dializnemu pufru
preko noči z rahlim mešanjem pri 4 ◦C.
Po končani dializi smo prisotnost posameznega proteina dokazali z NaDS-PAGE
elektroforezo in prenosom western. Koncentracijo in čistost proteinov smo določili
spektrofotometrično z meritvijo absorbance pri 280 nm na napravi NanoDrop 1000
(Thermo Scientific, ZDA). Pri meritvah smo upoštevali teoretični ekstincijski koeficient
posamenega proteina (RahU: 27,8 (g/100 mL)-1, RahUW29A: 24,3 (g/100 mL)-1,
RahUD39A: 27,9 (g/100 mL)-1, RahUE41A: 27,9 (g/100 mL)-1, RahUW59A: 24,3 (g/100
mL)-1, RahUC63A: 27,8 (g/100 mL)-1, RahUW94A: 24,3 (g/100 mL)-1), ki smo ga s
pomočjo orodja ProtParam pridobili iz njegovega aminokislinskega zaporedja na portalu
ExPASy.
3.2.3 Analitske metode
3.2.3.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE)
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata
(NaDS-PAGE) je preprosta, hitra in ponovljiva metoda za karakterizacijo in kvantifikacijo
proteinov. Natrijev dodecilsulfat (SDS) je anionski detergent, ki s svojo vezavo na
hidrofobne dele poruši terciarno sestavo proteinov in jim da skupen negativni naboj.
Zaradi enakega naboja proteine ločujemo le na podlagi njihove molekulske mase. Z
opisano metodo smo v našem primeru sledili izražanju rekombinantnih proteinov v
bakterijskih celicah pri posameznih korakih izolacije, določili njihovo koncentracijo,
velikost in čistost.
Za analizo pridobljenih proteinskih vzorcev smo pripravili poliakrilamidni gel z 12 %
zamreženostjo in debelino 1 mm. V stekleni čaši smo najprej zmešali sestavine za
ločevalni gel (opisano v poglavju 3.1.4) in ga vlili med stekelci ter nanj prilili izopropanol.
Po 20-30 minutah, ko se je gel strdil, smo izopropanol odlili in popivnali s papirnato
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Kočar E. Biološka vloga interakcije bakterijskih egerolizinov z lipidi.
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brisačo. V sveži erlenmajerici smo nato pripravili mešanico za nanašalni gel (opisano v
poglavju 3.1.4) in ga vlili na ločevalni gel ter med obe stekelci ustavili glavniček z 10-imi
ali 15-imi jamicami. Po 20-30 minutah smo glavniček odstranili in gel je bil pripravljen
za nadaljnjo uporabo.
Vzorce proteinov smo pred nanosom na gel skupaj z reducentom DTT s končno
koncentracijo 180 mM, nanašalnim pufrom NuPAGE R© LDS Sample Buffer 4x
(Invitrogen, ZDA) in dH2O denaturirali s 15-minutnim segrevanjem pri 95 ◦C. Vzorce
smo centrifugirali na namizni centrifugi 15 sekund pri maksimalnih obratih ter jih
skupaj z molekulskim standardom (Thermo scientific, ZDA) nanesli na pripravljen
gel. Elektroforeza je potekala v elektroforeznem pufru pri konstantni napetosti 200 V,
približno 50 minut. Po končani elektroforezi smo gel najprej 3-krat po 5 minut spirali
v dH2O in ga nato obarvali s komercialnim barvilom SimplyBlueTM SafeStain (Novex,
ZDA). Po enournem barvanju smo gel razbarvali v dH2O do željene intenzitete lis.
3.2.3.2 Prenos western
Za prenos western (ang. Western blot) in imunodetekcijo proteinov smo uporabili
aparaturo Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, ZDA).
Po končani NaDS-PAGE elektroforezi (opisano v poglavju 3.2.3.1) smo proteine iz gela
prenesli na poliviniliden fluoridno (PVDF) membrano v skladu z navodili proizvajalca
(BioRad, ZDA). Prenos je potekal 90 minut pri konstantnem toku 150 mA v pufru za
prenos western. Proste površine membrane PVDF smo blokirali s prekonočno inkubacijo
membrane v pufru za blokado (pufer TBS z dodanim 4 % BSA) pri 4 ◦C. Primarna
monoklonska mišja proti-histidinska (redčenje 1 : 2.000) in sekundarna monoklonska
kozja proti-mišja protitelesa (redčenje 1 : 1.000), sklopljena s hrenovo peroksidazo,
so bila pripravljena v pufru TBS z dodanim 4 % BSA. Inkubacija s primarnimi in
sekundarnimi protitelesi je potekala 1-2 uri na sobni temperaturi ob rahlem stesanju.
Med posameznimi inkubacijami smo nevezana protitelesa trikrat sprali z desetminutno
inkubacijo s pufrom TBS z rahlim stresanjem na sobni temperaturi. Proteine smo po
inkubaciji membrane PVDF s peroksidaznim substratom zasledili s kemoluminiscenco,
za kar smo uporabili napravo G:BOX (Syngene, Velika Britanija).
3.2.3.3 Merjenje triptofanskega spektra
Merjenje triptofanskega spektra je pogosto uporabljena spektroskopska metoda za analizo
konformacijskih sprememb proteinov, dinamike zvijanja in razvijanja ter vpliva vezave
ligandov. Molekule, ki absorbirajo svetlobo imenujemo kromofori, absorbcija svetlobe
pa je odvisna od njihove strukture in okolja oziroma raztopine, v katerem se nahajajo. K
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Kočar E. Biološka vloga interakcije bakterijskih egerolizinov z lipidi.
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intrinzični fluorescenci proteinov prispevajo aromatske aminokisline triptofan, fenilalanin
in tirozin, slednji v manjši meri. Vzbujanje triptofanske fluorescence zaradi prekrivanja
vzbujanja fluorescence tirozina (≤ 290 nm) poteka pri valovni dolžini 295-305 nm.
Spremembo v konformacijski sestavi proteina razberemo iz sprememb emisijskega
spektra. Emisijski maksimum proteinov z večjim številom triptofanov na površini se tako
razlikuje od emisijskega maksimuma proteinov z večjim številom triptofanov v hidrofobni
notranjosti strukture proteina (Anderluh in sod., 2009).
Meritve triptofanske fluorescence so bile izvedene na spektrofluorometru FP-750 (Jasco,
Japonska). Potekale so v kvarčni kiveti z dolžino poti 1 cm, pri temperaturah 25 ◦C
in 95 ◦C, v treh različnih pufrih (20 mM Tris, pH 8,0; 20 mM Tris, 140 mM NaCl,
pH 7,4; 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,4) ter volumnu vzorca 1 mL s končno
koncentracijo proteina 0,01 mg/mL. Triptofansko fluorescenco smo zaradi odsotnosti
tirozinskih aminokislinskih ostankov vzbudili pri valovni dolžini 280 nm, emisiji 300-450
nm, s hitrostjo skeniranja 250 nm/min ter širino rež 5 nm. Podatke smo grafično
predstavili s programom OriginPro 2017.
3.2.3.4 Cirkularni dikroizem
Cirkularni dikroizem (CD) je spektroskopska metoda, ki se primarno uporablja za
določanje sekundarne strukture proteinov v raztopini (delež α-vijačnic in β -ploskev).
Z merjenjem CD spektrov pa lahko analiziramo tudi stabilnost proteinov, konformacijo
rekombinantnih proteinov v primerjavi z njihovo nativno strukturo, vezavo ligandov,
terciarno strukturo proteinov in morebiten vpliv mutacij v aminokislinskem zaporedju na
strukturo proteinov. CD spektroskopija temelji na sestoju polarizirane svetlobe iz levo-
in desnosučne komponente z enako jakostjo. Razliko med absorbcijo obeh komponent
optično aktivnih molekul merimo s spektropolarimetrom, ki rezultate poda kot eliptičnost
v stopinjah. Za proteine sta značilna dva absorbcijska maksimuma, in sicer v daljnem
UV-območju (170-250 nm) zaradi peptidnih vezi ter v bližjem UV-območju (250-300
nm) zaradi aromatskih spojin (Anderluh in sod., 2009; Kelly in sod., 2005).
Za snemanje CD spektrov proteinov RahU, RahUW29A, RahUD39A, RahUE41A,
RahUW59A, RahUC63A in RahUW94A smo uporabili spektrometer ChirascanTM CD
Spectrometer (Applied Photophysics, Velika Britanija). Meritve so bile opravljene v
daljnem UV-območju (190-250 nm), pri 20 ◦C, konstantnem pretoku dušika, v 10 mM
fosfatnem pufru s pH 8. Uporabili smo kvarčno kiveto z dolžino poti, ki jo opravi žarek,
1 mm (QS 1.00 mm) in 400 µL vzorca s koncentracijo 0,75 mg/mL. Za vsak protein
smo naredili 5 ponovitev s časom povprečenja 1 sekunda in razmikom med posameznimi
točkami 0,5 nm. S pomočjo programa Chirascan smo narejene ponovitve CD spektrov
povprečili, odšteli slepi poskus (10 mM fosfatni pufer) in pridobljene spektre v programu
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K2D3 primerjali s teoretičnimi spektri za posamezen protein. Podatke smo grafično
predstavili s programom OriginPro 2017.
3.2.4 Analize interakcije proteinov z lipidi
3.2.4.1 Test sedimentacije multilamelarnih veziklov
Vezavo rekombinantnega proteina RahU in njegovih različic na multilamelarne vezikle
(MLV) smo preverili s testom sedimentacije.
Vezikle MLV, s končno koncentracijo 5 mg/mL, smo pripravili iz mešanice lipidov CPE
: Hol : POPC v molarnem razmerju 1 : 1 : 1 in 5 : 47,5 : 47,5. Uporabili smo
komercialno dostopne lipide, ki smo jih raztopili v mešanici kloroform : metanol (9 :
1, v : v) v primeru CPE, ter v čistem kloroformu v primeru Hol in POPC. Ustrezne
količine raztopljenih lipidov smo odpipetirali v posušene 25 mL steklene bučke, ki smo jih
predhodno oprali s serijo organskih topil (kloroform, aceton, propanol, MeOH, dH2O in
nato še v obratni smeri). Topila smo odpareli s 3-urnim sušenjem na rotavaporju. Lipidni
film smo rehidrirali z dvema različnima pufroma (20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 8,0; 10 mM Hepes, 150 mM NaCl s pH 7,4) ter s pomočjo 1/4 žličke steklenih
kroglic. Tvorbo veziklov MLV smo dosegli z močnim stresanjem na vibracijskem mešalu
pri sobni temperaturi. Suspenzijo veziklov MLV smo odpipetirali v mikrocentrifugirko,
prepihali z dušikom, zaprli s parafilmom in shranili pri 4 ◦C do nadaljnje uporabe.
Pripravljenim veziklom smo dodali enak volumen proteinov s koncentracijo 0,5 mg/mL
in mešanico inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi s stresanjem 600 obr./min. Po
končani inkubaciji smo vzorec 1 uro centrifugirali pri 60.000 x g in 4 ◦C. Supernatant
smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, sediment pa na ledu shranili do nanosa vzorcev
na NaDS-PAGE gel. Proteine v supernatantih smo oborili z dodatkom 100 % TCA ter
desetminutno inkubacijo na ledu. Vzorce smo centrifugirali 5 minut pri 16.100 x g ter
4 ◦C. Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli, sediment pa dvakrat sprali z ledeno
hladnim acetonom (prvič s 300 µL ter drugič z 200 µL) ter vmesnim centrifugiranjem
5 minut pri 16.100 x g in 4 ◦C. Previdno smo odstranili supernatant, vzorce pa pustili,
da je aceton popolnoma izhlapel. Zbrane vzorce smo nanesli na 4-12 % komercialni gel
(NuPAGETM NovexTM 4-12 % Bis-Tris Protein gel) in preverili prisotnost proteinov v
vzorcih.
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3.2.4.2 Površinska plazmonska resonanca
3.2.4.2.1 Priprava velikih unilamelarnih veziklov
Pripravljene vezikle MLV (opisano v poglavju 3.2.4.1) s koncentracijo 5 mg/mL smo
redčili 1 : 1 (v : v) v pufru za vezikle. Velike unilamelarne vezikle (ang. large unilamellar
vesicles, LUV) s sestavo CPE : Hol : POPC v molarnem razmerju 1 : 1 : 1 in 5 : 47,5 :
47,5 smo pripravili po že opisanem postopku (Sepčić in sod., 2003). Vezikle LUV smo
pridobili v procesu 8-kratnega zamrzovanja veziklov MLV v tekočem dušiku in vmesnega
odtajevanja pri 60 ◦C ter ekstruzijo preko polikarbonatne membrane z velikostjo por 0,1
µm.
3.2.4.2.2 Površinska plazmonska resonanca
Površinska plazmonska resonanca (SPR) je metoda, s katero spremljamo interakcije med
molekulami v realnem času. Poleg specifičnosti in afinitete vezave lahko pridobimo tudi
informacijo o njeni kinetiki. Napravo za merjenje SPR sestavljajo detektor, senzorski čip
ter mikrotekočinski sistem. Polarizirana svetloba iz laserja je usmerjena skozi prizmo, ki
predstavlja medij z visokim refraktivnim indeksom, na tanko plast zlata senzorskega čipa,
ki meji na medij z nizkim refraktivnim indeksom, pod takšnim kotom, da je odboj svetlobe
popoln (Beseničar in sod., 2006). Senzorski čip, ki ga sestavljata steklena ploščica,
prevlečena s tanko plastjo zlata, omogoča fizikalne pogoje za tvorbo signala SPR. Na
površino čipa je imobiliziran ligand, medtem ko analit injiciramo preko povšine čipa s
pomočjo mikrotekočinskega sistema. Ko pride do interakcije med obema interakcijskima
partnerjema, pride do spremembe refraktivnega indeksa na površini senzorskega čipa, kar
zaznamo kot spremembo signala SPR. Odziv po času spremljamo s krivuljo, imenovano
senzorgram (GE Healthcare, 2005).
Interakcije rekombinantnega RahU proteina in njegovih različic z lipidi, lipidnimi vezikli
ter hormonom noradrenalinom smo preučevali na refraktometru Biacore T100 (GE
Healthcare, ZDA). Testirali smo vezavo RahU proteina in njegovih različič na vezikle
LUV s sestavo CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol : mol : mol) ter interakcijo
monoRL, O-fosforiletanolamina, fosforilholin klorida in lizoPC z RahU ter njegovimi
različicami.
Vezavo RahU ter njegovih različic na vezikle LUV smo spremljali pri sobni temperaturi
v dveh različnih pufrih (opisano v poglavju 3.1.4). Čip L1 smo sprali s 40 mM oktil
glukozidom (OG) in na pretočno celico 2 (Fc2) imobiliziali vezikle LUV, 600 sekund
pri pretoku 2 µL/min. Fc 1 je služila kot referenčna celica. Nespecifične vezave
smo preprečili s pretokom 0,1 mg/mL BSA preko obeh pretočnih celic (60 sekund, 10
43
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µL/min). Sledila je vezava proteinov, s koncentracijami 0,5-4 µM, preko obeh pretočnih
celic (300 sekund, 5 µL/min). Po koncu poskusa smo čip regenerirali s 100 mM NaOH
(60 sekund, 10 µL/min), 0,5 % NaDS (120 sekund, 10 µL/min) in 40 mM OG (120
sekund, pretok 10 µL/min).
Interakcijo topnih lipidnih derivatov (monoRL, O-fosforiletanolamin, fosforilholin klorid
in lizoPC) s proteinom RahU in njegovimi različicami smo prav tako spremljali pri sobni
temperaturi v dveh različnih pufrih, nosilnem pufru za vezavo monoRL ter nosilnem pufru
za vezavo fosfoholin klorida, O-fosforiletanolamina in lizoPC (opisano v poglavju 3.1.4).
Površino čipa CM5 smo aktivirali z EDC/NHS (1 : 1, v : v). Pri tem so se tvorili
estri, preko katerih smo z aminsko skupino proteine imobilizirali na čip. Nespecifične
vezave analitov na dekstranski matriks čipa smo preprečili z etanolaminom v koraku
inaktivacije. Zaporedni koraki nanosov molekul in raztopin ter parametri analize so
prikazani v preglednici 19.
Preglednica 19: Prikaz zaporednih korakov nanosa molekul in raztopin ter parametri analize vezave lipidov
na protein RahU na primeru monoRL.
Korak Vbrizg
molekule/raztopine
Fc Pretok
(µl/min)
Asociacija
(s)
Aktivacija EDC/NHS (1 : 1) 2 5 600
Imobilizacija proteina Protein (0,1 mg/mL) 2 5 300
Aktivacija EDC/NHS (1 : 1) 1 5 420
Inaktivacija Etanolamin 1-2 5 420
5 ciklov pufra Pufer za vezavo 1-2, 3-4 30 60
Vezava analita 3,125 µM monoRL 1-2, 3-4 30 60
6,25 µM monoRL 1-2, 3-4 30 60
12,5 µM monoRL 1-2, 3-4 30 60
25 µM monoRL 1-2, 3-4 30 60
50 µM monoRL 1-2, 3-4 30 60
100 µM monoRL 1-2, 3-4 30 60
Pufer Pufer za vezavo 1-2, 3-4 30 60
Ponovitev srednje
koncentracije
200 µM monoRL 1-2, 3-4 30 60
Potek metode je bil enak za vse štiri preučevane lipidne derivate. V primeru
interakcije monoRL in lizoPC s proteinom RahU in njegovimi različicami smo
spremljali koncentracije analitov 3,125-200 µM, medtem ko smo pri interakciji
O-fosforiletanolamina in fosfoholin klorida spremljali koncentracije analitov 0,409-26,2
mM, od najnižje proti najvišji.
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Interakcijo noradrenalina s proteinom RahU smo testirali na čipu CM5, pri sobni
temperaturi v pufru za vezavo noradrenalina (opisano v poglavju 3.1.4). Testirali smo tri
koncentracije noradrenalina, in sicer 1, 10 in 100 mM. Zaporedni koraki nanosov molekul
in raztopin ter parametri analize so prikazani v preglednici 20.
Preglednica 20: Prikaz zaporednih korakov nanosa molekul in raztopin ter parametri analize interakcije
noradrenalina s proteinom RahU.
Korak Vbrizg
molekule/raztopine
Fc Pretok
(µl/min)
Asociacija
(s)
Aktivacija EDC/NHS (1 : 1) 2 5 600
Imobilizacija proteina Protein (0,1 mg/mL) 2 5 300
Aktivacija EDC/NHS (1 : 1) 1 5 420
Inaktivacija Etanolamin 1-2 5 420
5 ciklov pufra Pufer za vezavo 1-2 30 60
Vezava analita 1 mM noradrenalin 1-2 30 60
10 mM noradrenalin 1-2 30 60
100 mM noradrenalin 1-2 30 60
Rezultate smo analizirali s pomočjo programa BIAevaluations (GE Healthcare, ZDA),
pri čemer smo od senzorgramov interakcij odšteli odziv pufra in referenčne celice (Fc1),
podatke pa grafično predstavili s programom OriginPro 2017.
3.2.4.3 Označevanje žuželčjih celic Sf9 s proteinom RahU-mCherry in
RahUW94A-mCherry
Celice so gojili na Katedri za biokemijo, Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo,
Univerze v Ljubljani. Gojenje je potekalo v mediju Insect-XPRESSTM pri konstantni
temperaturi 28 ◦C s stresanjem 150 obr./min. Za vzdrževanje kontinuirane kulture so
celice precepljali vsake 2-3 dni.
Za označevanje celic Sf9 smo 300 µL celic s koncentracijo 300.000 celic/mL (redčene
v mediju Insect-XPRESSTM) nacepili v mikroskopirne komorice (iBidi, Nemčija) in jih
gojili preko noči pri 28 ◦C, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan smo gojišče
odstranili in celice fiksirali z 2 % paraformaldehidom, pripravljenem v pufru PBS, pri
sobni temperaturi 15 minut. Po fiksaciji smo celice spirali trikrat po 10 minut v pufru
PBS. Celicam v prekatih smo dodali po 100 µL proteina RahU-mCherry ali njegove
različice RahUW94A-mCherry s 5 ter 10 µM koncentracijo in inkubirali 15 minut pri sobni
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temperaturi. Kot negativno kontrolo smo uporabili protein mCherry v 1 µM koncentraciji.
Prekate smo po inkubaciji s proteini zopet spirali s pufrom PBS trikrat po 10 minut ter
celična jedra obarvali z barvilom DAPI.
Označene celice smo, v sodelovanju s prof. dr. Rokom Kostanjškom z Oddelka za
biologijo, Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani, opazovali pod fluorescenčnim
mikroskopom AxioImager Z1 z dodatkom ApoTome ter kamero Zeiss AxioCam HRc
(Carl Zeiss, Nemčija). Izsevano modro fluorescenco (DAPI) smo detektirali s pomočjo
uporabe filtra Fs01, rdečo fluorescenco (mCherry) pa z uporabo filtra Fs15. Slike smo
zajeli in obdelali v programu AxioVision (Carl Zeissa, Nemčija).
3.2.5 Bioinformatske analize
Primerjavo in poravnave nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij smo izvedli v
programu Clustal Omega, znane tridimenzionalne strukture proteinov, predstavnikov
družine egerolizinov, pa med seboj primerjali v programu Chimera 1.10.2.
3.2.6 Rojenje sevov bakterije Pseudomonas aeruginosa
Pripravili smo 40 mililitrske, 0,5 % agarne plošče z minimalnim gojiščem (M9) in
dodatki (opisano v poglavju 3.1.6). Plošče smo sušili 60 minut v brezprašni komori s
prepihovanjem. Seve P. aeruginosa PA01, PW1205 in PW1206 smo gojili v gojišču LB
pri 37 ◦C s stresanjem 180 obr./min do OD600 enak 1. Po 10 µL vsakega seva smo
prenesli na gojišče M9 z dodatki ter plošče inkubirali preko noči pri 37 ◦C. Po inkubaciji
smo rezultate dokumentirali z aparaturo G:BOX (SYNGENE, Anglija).
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4 REZULTATI
4.1 PRIMERJAVA MODELA TRIDIMENZIONALNE STRUKTURE
EGEROLIZINA RahU Z DOLOČENIMA TRIDIMENZIONALNIMA
STRUKTURAMA PlyA IN Cry34Ab1
Slika 7: Primerjava modela tridimenzionalne strukture egerolizina RahU (cian) z določenima strukturama
PlyA (roza, dostopna koda Protein Data Bank: 4OEB) in Cry34Ab1 (modra, dostopna koda Protein Data
Bank: 4JOX). Črki N in C označujeta N-terminalni in C-terminalni konec polipeptidne velige.
Model tridimenzionalne strukture proteina RahU smo pridobili iz podatkovne zbirke
Swiss-model repository (dostopna koda: Q9I710) in strukturo v programu Chimera
1.10.2 primerjali z eksperimentalno določenima tridimenzionalnima strukturama glivnega
egerolizina PlyA iz glive P. ostreatus in bakterijskega egerolizina Cry34Ab1 iz B.
thuringiensis. Vsi trije proteini so zgrajeni iz nasprotujočih si β -ploskev z različnim
številom β -trakov. Proteina RahU in PlyA zavzemata podobni konformaciji α-vijačnic,
medtem ko je ta pri Cry34Ab1 odsotna in polipeptidna veriga v tem delu potuje drugače.
Kljub strukturni podobnosti zank v bližini N-terminalnega konca proteinov, je njihova
aminokislinska sekvenca različna (Slika 7). RahU izkazuje 32 % identičnost s PlyA in
zgolj 21 % identičnost s Cry34Ab1. S primerjavo aminokislinskih sekvenc proteina RahU
in PlyA smo opazili dodatne aromatske ostanke pri proteinu RahU (Y33, Y35, W59). Za
kvantitativno oceno ujemanja struktur proteinov smo uporabili parameter RMSD, ki znaša
1,783 Å.
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4.2 MESTNOSPECIFIČNA MUTAGENEZA PROTEINA RahU
Slika 8: Poravnava aminokislinskih zaporedij proteina RahU ter njegovih različic. Za poravnavo
aminokislinskih sekvenc smo uporabili orodje Clustal Omega, rezultate pa predstavili z orodjem Jalview.
Konsenzno zaporedje je podpisano pod poravnanimi zaporedji.
Z namenom pridobivanja različic proteina RahU smo v zapis gena, vstavljen v plazmid
pET21c ali pLP170, uvedli posamezne aminokislinske zamenjave, triptofan na mestu 29,
59 in 94, cistein na mestu 63, asparaginsko kislino na mestu 39 ter glutaminsko kislino
na mestu 41, v alanin (Slika 9). Uspešnost mestnospecifične mutageneze smo preverili z
določitvijo nukleotidnih zaporedij s sekvenciranjem po Sangerju (Microsynth, Švica) ter
poravnavo aminokislinskih sekvenc (Slika 8). Pridobljena nukleotidna zaporedja so se,
z izjemo aminokislinske zamenjave, ujemala z nukleotidnim zaporedjem proteina RahU
(PA0122, Pseudomonas aeruginosa, dostopna koda UniprotKB Q9I710).
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Slika 9: Prikaz pozicije aminokislinskih zamenjav v bližini N-terminalnega konca glede na strukturo
proteina RahU. Črki N in C označujeta N-terminalni in C-terminalni konec polipeptidne verige.
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4.3 IZOLACIJA IN ČIŠČENJE REKOMBINANTNIH MUTANTOV RahU
Proteine RahU ter njegove različice (RahUW29A, RahUD39A, RahUE41A, RahUW59A,
RahUC63A, RahUW94A, RahU-mCherry, RahUW59A-mCherry, RahUW94A-mCherry) smo
pripravili s tehniko rekombinantne DNA, pri čemer smo uporabili ekspresijski sistem,
bakterijske celice E. coli BL21(DE3) ter vektor pET21c, v katerega smo vstavili gen rahU
oziroma različico gena rahU. Vsi konstrukti so imeli na C-terminalnem koncu histidinsko
oznako His6, pred katero je bilo vstavljeno aminokislinsko zaporedje LVPRGS, katerega
prepozna proteinaza trombin.
Bakterijske celice smo razbili s soniciranjem in pridobili topno frakcijo bakterijskega
lizata. Proteine smo očistili z enostopenjsko Ni-afinitetno kromatografijo ter uspešnost
izražanja in čistost končnih raztopin proteinov preverili z NaDS-PAGE elektroforezo
(Slika 10).
Iz 0,5 L posameznih bakterijskih kultur smo v povprečju pridobili in očistili 1-4 mg/mL
posameznega proteina. Glede na NaDS-PAGE analizo ocenjujemo, da so bili proteini
>90 % čisti. Teoretična molekulska masa proteina RahU je 14,6 kDa (skupaj z mestom
za trombin in His6 oznako 16 kDa), proteina RahU-mCherry pa ∼43 kDa. Opazili smo, da
je pri vzorcih RahUW59A in RahU izoliranih v pufru Hepes prišlo ali do oligomerizacije
proteina ali pa je prisotnih nekaj nečistoč, medtem ko so ostali vzorci proteinov čisti.
Pri vzorcih fluorescenčno označenega proteina RahU-mCherry in njegovih različic smo
opazili značilno razgradnjo proteinskega kompleksa, tipično za z mCherry označene
egerolizine (Skočaj in sod., 2014).
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Slika 10: Analiza uspešnosti izolacije in čistosti rekombinantnih proteinov v pufru Tris (prvih 7 proteinov)
in pufru Hepes (zadnji 4 proteini) z NaDS-PAGE elektroforezo. Masa analiziranih proteinov je 7 µg.
Oznaka Std označuje proteinski standard.
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4.4 PRENOS WESTERN ZA DETEKCIJO MUTANTOV RahU
Prenos western smo izvedli z namenom imunodetekcije proteinov. Ker so imeli vsi
proteini na C-terminalnem koncu histidinsko oznako His6, smo kot primarna protitelesa
uporabili primarna monoklonska mišja proti-histidinska protitelesa, kot sekundarna
protitelesa pa smo uporabili sekundarna monoklonska kozja proti-mišja protitelesa
sklopljena s hrenovo peroksidazo. Potrdili smo prisotnost rekombinantnih proteinov s
His6 oznako v vzorcih izolacije z Ni-afinitetno kromatografijo (Sliki 11 in 12).
Slika 11: Detekcija egerolizina RahU in njegovih različic v pufru Tris s prenosom western (prikazano s
puščico). Oznaka Std označuje proteinski standard.
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Slika 12: Detekcija egerolizina RahU, RahU-mCherry in njegovih različic v pufru Hepes s prenosom
western (prikazano s puščicama). Oznaka Std označuje proteinski standard.
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4.5 MERJENJE TRIPTOFANSKEGA SPEKTRA MUTANTOV RahU
Protein RahU ima v svoji aminokislinski zgradbi prisotnih 6 triptofanov, kateri lahko
prispevajo k jakosti signala, ki ga izmerimo pri vzbujanju proteinskega vzorca pri 280 nm.
Ker smo z mestnospecifično mutagenezo nekatere izmed njih zamenjali z alaninom, smo
želeli z merjenjem triptofanskega spektra preveriti zvitje proteinov ter morebitno razliko
v tridimenzionalni strukturi posameznih različic proteina RahU. Triptofanski spekter
proteinov smo merili v pufru Hepes pri temperaturah 25 ◦C in 95 ◦C. Vsi proteini imajo
pri temperaturi 25 ◦C enak spekter, z najvišjim signalom pri ∼340 nm. V obeh pufrih so
pri sobni temperaturi stabilni, medtem ko pri 95 ◦C denaturirajo (Sliki 13 in 14).
Slika 13: Triptofanski spekter proteina RahU in njegovih različic v pufru Hepes pri 25 ◦C.
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Slika 14: Triptofanski spekter proteina RahU in njegovih različic v pufru Hepes pri 95 ◦C.
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4.6 ANALIZA OHRANJENOSTI SEKUNDARNIH STRUKTUR MUTANTOV
RahU
CD spekter smo merili v daljnem UV-območju pri temperaturi 20 ◦C. Za vsak protein
smo izvedli 5 zaporednih meritev, povprečje katerih je prikazano na sliki 15. Pridobljeni
CD spektri kažejo, da vsi izraženi proteini privzamejo zvitje β -strukture. S pomočjo
programa K2D3 smo s pridobljenimi podatki napovedali sekundarno strukturo proteina
RahU, katero sestavlja 3,29 % delež α-vijačnic in 33,55 % delež β -ploskev, kar je v
skladu s strukturo proteina RahU.
Slika 15: CD spekter rekombinantnega proteina RahU in njegovih različic.
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4.7 ANALIZA VEZAVE PROTEINA RahU S CPE BOGATIMI VEZIKLI
S testom sedimentacije veziklov MLV smo želeli pridobiti informacijo o zmožnosti in
specifiki vezave rekombinantnega proteina RahU, raztopljenega v dveh različnih pufrih
(opisano v poglavju 3.2.4.1), na vezikle MLV z različno lipidno sestavo CPE : Hol :
POPC (1 : 1 : 1 in 5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). Vezavo proteinov na vezikle
MLV smo preverili z NaDS-PAGE elektroforezo (Slika 16). Rezultati so pokazali vezavo
proteina RahU v pufru Hepes na vezikle MLV s sestavo CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol :
mol : mol), saj je bil protein večinoma prisoten v sedimentu, medtem ko je protein v pufru
Tris ostal v vzorcu supernatanta. Prav tako se je RahU v pufru Hepes vezal na vezikle
MLV s 5 mol % CPE, vendar v nekoliko manjši meri, saj smo ga veliko detektirali tudi v
vzorcu supernatanta. Rezultati nakazujejo, da Tris inhibira vezavo RahU z membranami,
ki vsebujejo CPE.
Slika 16: Vezava rekombinantnega proteina RahU na vezikle MLV s sestavo CPE : Hol : POPC (1 : 1
: 1 in 5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol), preučena s testom sedimentacije veziklov MLV. % - odstotek
vezanega/nevezanega proteina RahU, SU – supernatant, SE - sediment.
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4.8 ANALIZA INTERAKCIJE PROTEINA RahU Z LIPIDI IN DELI LIPIDOV Z
UPORABO POVRŠINSKE PLAZMONSKE RESONANCE (SPR)
Z metodo SPR smo spremljali interakcije lipidov ter topnih lipidnih derivatov
(O-fosforiletanolamin, monoRL, lizoPC, fosforilholin klorid) z rekombinantnim
proteinom RahU ter njegovimi različicami raztopljenimi v pufru Tris. Posamezne
proteine smo imobilizirali na čip CM5, preko katerega smo injicirali različne
koncentracije analitov (3,125-200 µM pri spremljanju interakcije z monoRL in lizoPC;
0,409-26,2 mM pri spremljanju interakcije z O-fosforiletanolaminom in fosfoholin
kloridom). V primeru monoRL in lizoPC je protein RahU, kot tudi njegove različice,
interagiral z omenjenima lipidnima derivatoma, razen RahUE41A, ki ni interagiral
z nobenim izmed njiju (Sliki 17 in 18). Interakcija RahU in njegovih različic
z O-fosforiletanolaminom in fosforilholin kloridom se je izkazala kot nespecifična,
saj točkovne mutacije niso vplivale na interakcijo proteina z omenjenima lipidnima
derivatoma (Sliki 19 in 20).
Slika 17: Senzorgrami interakcije rekombinantnega proteina RahU in njegovih različic, vezanih na površino
čipa CM5, z monoRL. Analiza je potekala v pufru na osnovi Tris-a. Koncentracija analiziranega analita je
bila 100 µM. Lipidni derivat smo preko posameznega proteina injicirali 60 sekund ter disociacijo spremljali
30 sekund pri pretoku 30 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od
časa interakcije (s).
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Slika 18: Senzorgrami interakcije rekombinantnega proteina RahU in njegovih različic, vezanih na površino
čipa CM5, z lizoPC. Analiza je potekala v pufru na osnovi Tris-a. Koncentracija analiziranega analita je
bila 100 µM. Lipidni derivat smo preko posameznega proteina injicirali 60 sekund ter disociacijo spremljali
30 sekund pri pretoku 30 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od
časa interakcije (s).
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Slika 19: Senzorgrami interakcije rekombinantnega proteina RahU in njegovih različic, vezanih na površino
čipa CM5, z O-fosforiletanolaminom. Analiza je potekala v pufru na osnovi Tris-a. Koncentracija
analiziranega analita je bila 26,2 mM. Lipidni derivat smo preko posameznega proteina injicirali 60 sekund
ter disociacijo spremljali 30 sekund pri pretoku 30 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang.
response units) v odvisnosti od časa interakcije (s).
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Slika 20: Senzorgrami interakcije rekombinantnega proteina RahU in njegovih različic, vezanih na površino
čipa CM5, s fosfoholin kloridom. Analiza je potekala v pufru na osnovi Tris-a. Koncentracija analiziranega
analita je bila 26,2 mM. Lipidni derivat smo preko posameznega proteina injicirali 60 sekund ter disociacijo
spremljali 30 sekund pri pretoku 30 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v
odvisnosti od časa interakcije (s).
61
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Prav tako smo spremljali tudi vezavo rekombinantnega proteina RahU ter njegovih
različic na vezikle LUV z lipidno sestavo CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol : mol
: mol). Vezikli so bili imobilizirani na SPR čip L1, preko katerega smo injicirali
proteine v koncentraciji 5 µM. Vezavo proteinov na vezikle smo spremljali pri sobni
temperaturi v pufru Tris (opisano v poglavju 3.2.4). Vsi preučevani proteini, z izjemo
RahUW94A, so se vezali na vezikle LUV z omenjeno lipidno sestavo. V primerjavi s
proteinom RahU rezultati nakazujejo, da se mutanta RahUW59A bolje veže na vezikle, saj
smo prepoznali višji in stabilnejši odziv vezave te različice na vezikle LUV (Slika 21).
Različica RahUW94A se na vezikle ni vezala.
Slika 21: Senzorgrami interakcije proteina RahU in njegovih različic z imobiliziranimi vezikli LUV s
sestavo CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol : mol : mol). Analiza je potekala v pufru na osnovi Tris-a.
Koncentracija analiziranih proteinov je bila 5 µM. Proteine smo preko membrane injicirali 300 sekund pri
pretoku 5 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije
(s).
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Med nastajanjem magistrskega dela so raziskave kolegov (Lenarčič, 2018) pokazale
vezavo molekule Tris-a v jamico med zankami v bližini N-terminalnega konca proteina
RahU. Tris tako morda ovira vezavo proteina RahU z lipidno membrano. Posledično smo
se odločili, da interakcijo O-fosforiletanolamina z RahU ter vezavo RahU in njegovih
različic na vezikle LUV s sestavo CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol : mol : mol) izvedemo
ponovno, tokrat s proteini, raztopljenimi v pufru Hepes in pufrom za SPR, ki temelji
na osnovi Hepesa. Najvišji odziv vezave do omenjenih veziklov v pufru Hepes smo
prepoznali s proteinom RahU, najnižji odziv pa z njegovovo različico RahUW94A (Slika
22). Dokazali smo tudi interakcijo polarne glave lipida CPE, O-fosforiletanolamina, z
na čip imobiliziranim proteinom RahU (Slika 23), prav tako pa tudi, da protein RahU z
vezikli interagira specifično, saj smo lahko titrirali njegovo vezavo (Slika 24).
Slika 22: Senzorgrami interakcije rekombinantnega proteina RahU in njegovih različic, raztopljenih v pufru
Hepes, z imobiliziranimi vezikli LUV s sestavo CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol : mol : mol). Analiza je
potekala v pufru na osnovi Hepesa. Koncentracija analiziranih proteinov je bila 4 µM. Proteine smo preko
membrane injicirali 600 sekund pri pretoku 2 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response
units) v odvisnosti od časa interakcije (s).
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Slika 23: Senzorgrami interakcije O-fosforiletanolamina z imobiliziranim rekombinantnim proteinom
RahU. Analiza je potekala v pufru na osnovi Hepesa. Koncentracije preučevanega analita so bile 0,41-26,2
mM, kot označeno. Lipidni derivat smo preko proteina RahU injicirali 60 sekund ter disociacijo spremljali
30 sekund pri pretoku 30 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od
časa interakcije (s).
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Slika 24: Senzorgram interakcije različnih koncentracij rekombinantnega proteina RahU, raztopljenega v
pufru Hepes, z na čip imobiliziranimi vezikli LUV sestave CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol : mol : mol).
Analiza je potekala v pufru na osnovi Hepesa. Koncentracije analiziranega proteina so bile 0,5-4 µM in so
bile injicirane na vezikle vzporedno, brez vmesne regeneracije. Protein smo preko membrane injicirali 600
sekund pri pretoku 2 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa
interakcije (s).
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Polarna glava lipida CPE vsebuje amino skupino. Pri pregledu morebitnih interaktorjev
proteina RahU smo ugotovili, da imajo tudi nekateri hormoni isto skupino. Na podlagi
tega smo analizirali tudi interakcijo noradrenalina (1, 10, 100 mM) z rekombinantnim
proteinom RahU, imobiliziranim na čip CM5. Poskus SPR je potekal v pufru
Hepes. Interakcijo noradrenalina z rekombinantnim egerolizinom RahU smo opazili v
milimolarnem območju (Slika 25).
Slika 25: Senzorgrami interakcije noradrenalina z na čip imobiliziranim rekombinantnim proteinom RahU.
Analiza je potekala v pufru na osnovi Hepesa. Koncentracije analiziranega analita so bile 1, 10, 100 mM,
kot označeno. Noradrenalin smo preko proteina RahU injicirali 60 sekund ter disociacijo spremljali 30
sekund pri pretoku 30 µL/min. Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa
interakcije (s).
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4.9 INTERAKCIJA PROTEINOV RahU-mCherry IN RahUW94A-mCherry S
CELICAMI MOLJA, Sf9
S proteinoma RahU-mCherry in RahUW94A-mCherry smo označevali žuželčje celice Sf9.
Celice smo fiksirali znotraj mikroskopirnih komoric na objektno stekelce in jih inkubirali
s 5 in 10 µM koncentracijo proteinov RahU-mCherry in RahUW94A-mCherry. Kot
negativno kontrolo smo uporabili celice Sf9, tretirane z 1 µM koncentracijo proteina
mCherry ter netretirane celice (ni prikazano). Celična jedra smo obarvali z barvilom
DAPI. Tretirane celice s proteini, kot tudi celice brez tretmaja, smo pregledali pod
fluorescenčnim mikroskopom AxioImager Z1 (Carl Zeiss, Nemčija).
Protein RahU-mCherry se je v obeh uporabljenih koncentracijah vezal na membrane
celic Sf9, proteina RahUW94A-mCherry ter mCherry pa se na membrane celic nista
vezala (Slika 26). Za signal fluorescence pri RahU-mCherry je bil potreben veliko krajši
ekspozicijski čas, kot pri RahUW94A-mCherry (prikazano v preglednici 21).
Slika 26: Označevanje žuželčjih celic Sf9 z rekombinantnima proteinoma (levo) RahU-mCherry in (desno)
RahUW94A-mCherry. Proteini so bili dodani k celicam v koncentraciji 10 µM. Z modro barvo so prikazana
jedra celic, obarvana z barvilom DAPI.
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Preglednica 21: Prikaz ekspozicijskih časov mikroskopije celic, izpostavljenih derivatom proteina RahU.
Preučevani objekt Koncentracija proteina Čas ekspozicije
Netretirane celice Sf9 / 25 s
Celice Sf9 tretirane s
proteinom RahU-mCherry
5 µM 0,45 s
10 µM 0,22 s
Celice Sf9 tretirane
s proteinom
RahUW94A-mCherry
5 µM 14,5 s
10 µM 9,4 s
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4.10 VPLIV PROTEINA RahU NA ROJENJE BAKTERIJE Pseudomonas
aeruginosa
Rojenje sevov P. aeruginosa PA01, PW1205 in PW1206 smo spremljali na 0,5 % agarnih
ploščah z gojiščem M9 z dodatki (opisano v poglavju 3.2.6), preko noči pri 37 ◦C. Seva
PW1205 in PW1206 imata gen za RahU prekinjen s transpozonom, kot je prikazano v
prilogi E. Divji tip PA01 roji v manjši meri kot obe transpozonski mutanti PW1205 in
PW1206 (Slika 27).
Slika 27: Rojenje sevov P. aeruginosa (A) PA01, (B) PW1205 in (C) PW1206 na 0,5 % agarnih ploščah z
gojiščem M9 z dodatki, sušenih 60 minut v brezprašni komori s prepihovanjem.
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5 RAZPRAVA
Pri magistrskem delu smo se osredotočili na bakterijski predstavnik egerolizinske
družine proteinov, egerolizin RahU bakterije P. aeruginosa. S pomočjo molekularnih,
biokemijskih in biofizikalnih metod smo želeli določiti biološko pomembnost interakcije
proteina RahU z lipidnimi membranami in topnimi lipidnimi derivati ter njegov vpliv na
rojenje bakterij P. aeruginosa. Po Gramu negativne bakterije imajo zmožnost zaznavanja
molekul, ki jih sintetizirajo gostiteljski organizmi, v skladu s katerimi prilagajajo svojo
virulenco (Lesouhaitier in sod., 2009). Z identifikacijo molekule bakterije P. aeruginosa,
ki prepozna lipide gostitelja, bi lahko inhibirali proces okužb, ki jih povzroča omenjeni
oportunistični patogen. Raziskave kažejo, da imajo predstavniki egerolizinske družine
proteinov vlogo pri interakciji z gostiteljskim organizmom (Berne in sod., 2009), zaradi
česar smo se lotili preučevanja še ne dobro poznanega egerolizina RahU.
Kristalografske analize proteinov in mestnospecifična mutageneza sta načina preučevanja
interakcij med molekulami, ki nam bolje pojasnita delovanje in vlogo proteinov.
Na podlagi strukture proteina RahU smo z mestnospecifično mutagenezo spremenili
šest aminokislinskih ostankov proteina RahU v alanin. Uspešnost mutageneze smo
preverili s sekvenciranjem in poravnavo aminokislinskih zaporedij (Slika 8). Zaradi
že uveljavljenega postopka izolacije rekombinantnih egerolizinov (Ota in sod., 2013)
smo za sintezo proteina RahU in njegovih različic uporabili ekspresijski vektor
pET21c in tehniko rekombinantne DNA. V heterolognem ekspresijskem sistemu E.
coli BL21(DE3) smo sintetizirali egerolizin RahU ter RahU-mCherry skupaj z njunimi
različicami (RahUW29A, RahUD39A, RahUE41A, RahUW59A, RahUC63A, RahUW94A,
RahUW59A-mCherry, RahUW94A-mCherry) in jih zaradi prisotnosti His6 oznake na
C-terminalnem koncu izolirali z Ni-afinitetno kromatografijo. Izolacija omenjenih
proteinov je relativno enostavna, katere izkupiček je visoka koncentracija topnega in
čistega proteina, kar smo dokazali z NaDS-PAGE elektroforezo (Slika 10). Prisotnost
željenih proteinov smo potrdili z imunodetekcijo proteinov z metodo prenosa western
(Sliki 11 in 12).
Struktura proteina RahU kaže, da je predominantno β -strukturiran, kar je značilno tudi
za preostale predstavnike egerolizinske družine proteinov (Berne in sod., 2009; Butala
in sod., 2017; Novak in sod., 2015). S CD spektrometrijo smo potrdili večinsko
β -strukturiranost proteina RahU (Slika 15), z meritvami triptofanskega spektra pa
dokazali, da aminokislinske zamenjave niso vplivale na pravilno zvitje proteina, ter da
so RahU in njegove različice stabilne pri 25 ◦C v pufru Tris (ni prikazano) in pufru Hepes
(Slika 13). S pravilno zvitimi in aktivnimi proteini smo nadaljevali s poskusi interakcije
proteinov z lipidnimi membranami in topnimi lipidnimi derivati. Zaradi podobnosti
modela strukture proteina RahU z znano strukturo proteina PlyA (Lukoyanova in sod.,
2015) (Slika 7), ki se veže na membranske lipide z zankami v bližini N-terminalnega
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konca, smo predpostavili, da so za interakcijo proteina RahU s celično membrano
gostiteljskega organizma prav tako potrebne omenjene zanke. Kljub strukturni podobnosti
zank v bližini N-terminalnega konca proteinov PlyA in RahU, se njuni aminokislinski
sekvenci medseboj razlikujeta. V sekvenci proteina RahU najdemo dodatne predstavnike
aromatskih ostankov (Y33, Y35, W59).
Fosfolipidi imajo osrednjo vlogo v vnetjih in prirojenem imunskem sistemu evkariontov
(Leitinger in sod., 2003). LizoPC, PAPC in arahidonska kislina ter njihovi produkti
modulirajo raznovrstne funkcije evkariontskih celic, kot so genska ekspresija, kemotaksa,
modulacija adhezije molekul in signaliziranje (Rao in sod., 2011a). Poleg vezave proteina
RahU na vnetne fosfolipide Ox-LDL, lizoPC (Rao in sod., 2008) in biosurfaktante
ramnolipide (Miklavič in sod., 2015), mehanizem same vezave in morebitne interakcije
z drugimi lipidi do sedaj niso bile poznane. Točkovne mutacije smo v sekvenco RahU
uvedli na podlagi strukture RahU (Lenarčič, 2018) ter že objavljenih podatkov, da sta
triptofana W28 in W96 v strukturi PlyA2, ekvivalentna W29 in W94 v RahU, ključna
za popolno izničenje vezave na liposome s sestavo SM in Hol (Bhat in sod., 2013).
V skladu z rezultati Rao in sod. (2008) ter Miklavič in sod. (2015) smo potrdili
interakcijo RahU, raztopljenem v pufru Tris, z lizoPC in monoRL v mikromolarnem
koncentracijskem območju (Sliki 17 in 18). Interakcija proteina RahU s fosfoholin
kloridom in O-fosforiletanolaminom v pufru Tris pa se je izkazala za nespecifično,
saj točkovne mutacije niso vplivale na interakcijo proteina z omenjenima lipidnima
derivatoma (Sliki 19 in 20).
Glede na to, da so pri razreševanju strukture RahU naleteli na molekulo Tris-a
(Lenarčič T., 2018), vezano v žep med zankami v bližini N-terminalnega konca
proteina (Priloga C), kjer smo izvedli tudi večino aminokislinskih zamenjav, smo
proteine ali ponovno izolirali ali pa dializirali proti pufru Hepes. S tem smo preprečili
kompeticijo molekule Tris-a, katere analog je tudi fosfoetanolamin, za vezavno mesto
na RahU, z O-fosforiletanolaminom in CPE. Pri vezavi RahU z molekulo Tris-a pride
do konformacijske spremembe v ustju zank v bližini N-terminalnega konca proteina,
kjer se zanka premakne (Lenarčič T., 2018). Omenjena vezava je po vsej verjetnosti
reverzibilnega značaja, vprašanje pa je, kako hitra je. Z izsledki naših raziskav interakcije
preučevanega proteina RahU smo dokazali, da gre za prvi znani bakterijski egerolizin,
ki specifično veže poglavitni sfingolipid v membranah insektov-CPE in da je za njegovo
vezavo ključen triptofanski ostanek na mestu 94. Nedavno so Endapally in sod. (2019)
objavili strukturo glivnega egerolizina OlyA s SM, kjer so dokazali, da je za omenjeno
vezavo ključen aminokislinski ostanek E69, ki se nahaja v področju zank v bližini
N-terminalnega konca proteina. Pokazali so tudi, da v odvisnosti od prisotnosti Hol, SM
privzame dve različni strukturni konformaciji.
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Visoke koncentracije nevroendokrinih hormonov v gastrointestinalnem traktu imajo
pomembno vlogo pri okužbah, ki jih povzroča P. aeruginosa, s tem ko sprožijo zvišanje
patogenega potenciala bakterij. Raziskave kažejo, da noradrenalin stimulira rast številnih
po Gramu negativnih in pozitivnih bakterij v lumnu črevesa in vpliva na njihovo virulenco
in patogenost (Hegde in sod., 2009). Noradrenalin ima, prav tako kot molekula Tris-a in
fosfoetanoamina, v svoji zgradbi primarni amin. Na podlagi tega smo z metodo SPR
izvedli teste interakcije omenjenega hormona z RahU in pokazali vezavo noradrenalina
na RahU v milimolarnem koncentracijskem območju (Slika 25). Glede na to, da bakterije
zaznavajo in se odzivajo na molekule gostiteljskega organizma, bi RahU morda lahko
služil kot receptorska molekula. Rao in sod. (2011a) prav tako o RahU teoretizirajo kot
o senzorju okužb in prirojenega imunskega sistema, s čimer bi bakterija P. aeruginosa
modulirala oblikovanje biofilma ter interakcijo z gostiteljem.
Z označevanjem membran žuželčjih celic Sf9 smo pokazali, da se fluorescenčno označen
protein RahU-mCherry ne veže le na modelne membrane, temveč tudi na membrane
živih celic (Slika 26). Dokazali smo, da sprememba triptofanskega ostanka na mestu
94 v alanin izniči vezavo proteina RahU na preučevane celice, ki v svojih membranah
vsebujejo lipid CPE. Prisotnost omenjenega lipida v membranah celic Sf9 smo pokazali
z lipidomskimi analizami, ki so bile izvedene v laboratoriju za bio-organsko kemijo,
Fakultete za fiziko, Univerze v Trentu, v Italiji (G. Guella, osebno sporočilo). RahU
nima vpliva na viabilnost celic in ni porotvoren, zaradi česar bi ga lahko uporabiljali
za detekcijo CPE v membranah. Prav tako bi s fluorescenčno označenim proteinom
RahU lahko sledili njegovemu lokalnemu nahajališču v tkivih nevretenčarskih gostiteljev,
s čimer bi dobili vpogled v pomen interakcije RahU z gostiteljem ter njegovi biološki
vlogi.
Poleg pomena vezave RahU z lipidi gostiteljskih sistemov smo želeli ugotoviti tudi,
ali ima omenjeni protein vpliv na bakterijsko obliko gibanja, rojenje. RahU se, tako
kot ramnolipidi, izražajo pod kontrolo sistema zaznavanje celične gostote (Maier in
Soberón-Chávez, 2000; Pearson in sod., 1997). Na podlagi istočasnega izražanja
omenjenih molekul smo predpostavili, da bi RahU lahko moduliral efekt ramnolipidov.
Preučevanje rojenja bakterijskih sevov je nepredvidljivo in nezanesljivo zaradi težke
ponovljivosti eksperimentov (Tremblay in Déziel, 2008), kar smo ugotovili tudi sami v
okviru naših raziskav. Na hitrost in moč rojenja poleg nekaterih drugih dejavnikov, vpliva
predvsem vlažnost površine, po kateri bakterije rojijo. Tako je pri preučevanju rojenja
nujna predpostavka, da številni faktorji, kot so temperatura inkubacije, pH gojišča, %
agarja, debelina gojišč in sušenje plošč, znatno vplivajo na rojenje bakterij (Tremblay
in Déziel, 2008). Spremljali smo rojenje treh različnih sevov bakterije P. aeruginosa:
PA01, PW1205 in PW1206. Rezultati naših raziskav kažejo, da mutanti seva PA01 z
ustavljenima transpozonoma na konec zapisa za protein RahU rojita močneje, kot divji
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tip PA01 (Slika 27). Predpostavljamo, da se pri mutantah protein RahU ne sintetizira ali
pa ni aktiven. Sev P. aeruginosa z okvarjenim rhlR, kot komponento sistema las/rhl,
po pričakovanjih ni rojil (Priloga F). Z metodo SPR smo pokazali vezavo proteina
RahU z ramnolipidi, ki jih sintetizira P. aeruginosa in so nujno potrebni za rojenje
bakterije ter vzdrževanje arhitekturne zgradbe bakterijskih biofilmov (Caiazza in sod.,
2005; Davey in sod., 2002). Možno je, da aktiven protein RahU pri divjem tipu PA01 veže
ramnolipide in jih na ta način drži bližje k producentski bakteriji. S tem prepreči porabo
ramnolipidov goljufivim bakterijam. Prav tako se ramnolipidi sami po sebi hitro
razširjajo po površinah, na katerih se nahajajo bakterijske celice, kar pa ni nujno ugodno
za dane razmere v okolju. S to predpostavko bi lahko razložili slabše rojenje divjega
tipa in boljše rojenje obeh mutant, kjer sintetiziran protein RahU zaradi prekinitve zapisa
najverjetneje ni aktiven. RahU potemtakem inhibira oziroma upočasni rojenje bakterij P.
aeruginosa. V sev P. aeruginosa PW1206 smo s transformacijo vnesli plazmidni vektor
pLP170 z zapisom za funkcionalen protein RahU, sklopljen s fluorescenčnim proteinom
mCherry. Želeli smo preveriti ali funkcionalen protein RahU komplementira neaktivni
RahU, katerega zapis leži na kromosomu. Rezultati so pokazali, da RahU ni imel vpliva
na spremembo rojenja in da je sev vseeno rojil, primerljivo z rojenjem seva PW1206
(Priloga G). Fluorescenčni protein mCherry smo pod stereomikroskopom s pomočjo
filtra mCherry zaznali znotraj celic. Razlog zato bi lahko ležal v tem, da je proteinski
kompleks RahU-mCherry prevelik in ostane znotraj celic, kjer pa ne more modulirati
pojav rojenja.
Razlike fenotipov preučevanih sevov, specifična vezava RahU z ramnolipidi ter dejstva,
da so se v času evolucije ohranili tako ramnolipidi kot protein RahU in da bakterija
nadzoruje njuno ekspresijo s sistemom QS, kažejo na to, da so ramnolipidi in protein
RahU med seboj povezani. V primerjavi z nekaterimi glivnimi egerolizini, za katere
so znani proteinski partnerji, s katerimi tvorijo pore v membranah, proteinski partner
RahU ni znan. Zapis za RahU se nahaja pod lastnim promotorjem in ne vsebuje zapisa
za druge proteine, za bakterije pa je ponavadi značilno, da so proteinski interakcijski
partnerji zapisani na istem operonu. Morda bi lahko vlogo partnerja proteina RahU
prevzeli ramnolipidi, za katere je poleg številnih drugih karakteristik znano tudi, da topijo
membrane (Caiazza in sod., 2005; Davey in sod., 2002).
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6 SKLEPI
• Uspešno smo izvedli mestnospecifično mutagenezo in oblikovali plazmidne
konstrukte z geni za izolacijo egerolizina RahU in njegovih različic.
• Rekombinanten protein RahU in njegove različice lahko pridobimo z izražanjem
v ekspresijskem sistemu E. coli v topni obliki in jih izoliramo z Ni-afinitetno
kromatografijo.
• Aminokislinske zamenjave, ki smo jih uvedli v zapis za RahU, ne vplivajo na
pravilno zvitje proteina.
• Spektroskopske analize so pokazale, da so RahU in njegove različice
predominantno β -strukturirani proteini.
• RahU se specifično veže na CPE bogate vezikle. Prav tako se v
mikromolarnem območju veže lizoPC in biosurfaktante monoRL, ki jih sintetizira
bakterija P. aeruginosa. V milimolarnem območju pa veže fosfoholin klorid,
O-fosforiletanolamin in noradrenalin.
• S flurescenčno označenim proteinom RahU-mCherry smo označili membrane
žuželčjih celic Sf9.
• Egerolizin RahU vpliva na rojenje bakterij P. aeruginosa.
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7 POVZETEK
Pleiotropni egerolizin RahU, ki ga sintetizira oportunističnopatogena bakterija P.
aeruginosa, vpliva na sintezo bakterijskega biofilma in fiziologijo bakterije, ki ga
sintetizira. Z vezavo ox-LDL in lizoPC zaznava in modulira gostiteljevo imunost.
Njegovo izražanje je, kot za številne virulenčne dejavnike, odvisno od zaznavanja celične
gostote.Visoke koncentracije RahU je moč opaziti v nemukoznem sevu P. aeruginosa, ki
naseljuje pljuča pacientov s cistično fibrozo.
Z mestnospecifično mutagenezo, kjer smo spremenili nekatere aminokislinske ostanke, in
izražanjem v heterolognem ekspresijskem sistemu E. coli, smo pridobili rekombinantni
protein RahU ter njegove različice. S cirkularnim dikroizmom smo pokazali večinsko
β -strukturiranost vseh rekombinantnih proteinov, z merjenjem triptofanskega spektra pa,
da aminokislinske zamenjave niso vplivale na pravilnost zvitja preučevanih proteinov in
da so vsi proteini stabilni pri 25 ◦C. Na podlagi naših raziskav poročamo o odkritju prvega
bakterijskega egerolizina, ki veže CPE bogate membrane. Prav tako smo dokazali vezavo
RahU z O-fosforiletanolaminom in noradrenalinom, ki s primarnimi amini v svojih
zgradbah posnemata polarno glavo lipida CPE. Poleg interakcije z gostiteljivimi lipidi
pa RahU veže tudi monoramnolipide in modulira proces bakterijskega rojenja.
Z rezultati magistrskega dela omogočamo vpogled v konformacijske spremembe, ki
določajo specifičnost membran gostiteljskih organizmov in podajamo izhodišče za
razumevanje virulenčnega potenciala RahU pri nevretenčarjih in ljudeh, s tem pa ogrodje
za razvoj novih protimikrobnih spojin.
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J.C.M., Willecke K. 2015. Functional characterization of enzymes catalysing ceramide
phosphoethanolamine biosynthesis in mice. Journal of lipid research: jlr–M055269, doi:
10.1194/jlr.M055269: 15 str.
Bravo A., Likitvivatanavong S., Gill S.S., Soberón M. 2011. Bacillus thuringiensis: a
story of a successful bioinsecticide. Insect biochemistry and molecular biology, 41, 7:
423–431
Breslow D.K., Weissman J.S. 2010. Membranes in balance: mechanisms of sphingolipid
homeostasis. Molecular cell, 40, 2: 267–279
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Asp-hemolysin isoform, on human chondrocytes and osteoblasts, and possible role of
Asp-hemolysin in pathogenesis. Medical mycology, 45, 2: 123–130
Masson L., Schwab G., Mazza A., Brousseau R., Potvin L., Schwartz J.L. 2004. A
novel Bacillus thuringiensis (PS149B1) containing a Cry34Ab1/Cry35Ab1 binary toxin
79
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Kočar E. Biološka vloga interakcije bakterijskih egerolizinov z lipidi.
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N-acyl-homoserine lactone uptake and systemic transport in barley rest upon active parts
of the plant. New Phytologist, 201, 2: 545–555
Simons K., Ikonen E. 1997. Functional rafts in cell membranes. Nature, 387, 6633: 569
Simons K., Vaz W.L. 2004. Model systems, lipid rafts, and cell membranes. Annual
Review of Biophysics and Biomolecular Structure, 33: 269–295
Singh P.K., Schaefer A.L., Parsek M.R., Moninger T.O., Welsh M.J., Greenberg E. 2000.
Quorum-sensing signals indicate that cystic fibrosis lungs are infected with bacterial
biofilms. Nature, 407, 6805: 762
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Teichgräber V., Ulrich M., Endlich N., Riethmüller J., Wilker B., De Oliveira-Munding
C.C., Van Heeckeren A.M., Barr M.L., Von Kürthy G., Schmid K.W., Weller M.,
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Zhang Y., Li X., Grassmé H., Döring G., Gulbins E. 2010. Alterations in
ceramide concentration and pH determine the release of reactive oxygen species by
Cftr-deficient macrophages on infection. The Journal of Immunology: ji 0902851, doi:
10.4049/jimmunol.0902851: 9 str.
85
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PRILOGA A
Prikaz nukleotidnega zaporedja rahU-mCherry.
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PRILOGA B
Originalni rezultati NaDS-PAGE elektroforeze, s katero smo preverili vezavo
rekombinantnega proteina RahU na vezikle MLV, preučeno s testom sedimentacije
veziklov MLV. Oznake 1-4 prikazujejo vezavo proteina RahU na vezikle MLV s sestavo
CPE : Hol : POPC (1 : 1 : 1, mol : mol : mol), 5-8 pa vezavo proteina RahU na vezikle
MLV s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). 1, 2, 5, 6 – RahU v
pufru Tris, 3, 4, 7, 8 – RahU v pufru Hepes, SU – supernatant, SE - sediment.
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PRILOGA C
Prikaz tridimenzionalne strukture kompleksa RahU z molekulo Tris-a. Črki N in C
označujeta N-terminalni in C-terminalni konec proteina. Oznaka W94 označuje mesto
triptofanskega ostanka na mestu 94. Molekulo Tris-a prikazujejo paličaste oznake oranžne
barve. Prirejeno po Lenarčič (2018).
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PRILOGA D
Senzorgrami interakcije rekombinantnega proteina RahU (0,5-4µM) z na čip
imobiliziranimi vezikli LUV. Analiza je potekala v pufru na osnovi Hepesa. Protein smo
preko membrane injicirali 600 sekund pri pretoku 2 µL/min. Vezava je prikazana kot
odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s).
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PRILOGA E
Prikaz mesta transpozona, vstavljenega v zapis za protein RahU v sevu P. aeruginosa (A)
PW1205 in (B) PW1206.
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PRILOGA F
Rojenje P. aeruginosa PA01 ∆rhlR (levo) in P. aeruginosa PA01 divji tip (desno) na 0,5
% agarni plošči z gojiščem M9 z dodatki, sušeni v brezprašni komori 30 minut.
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PRILOGA G
Rojenje seva P. aeruginosa PW1206 z vstavljenim plazmidnim vektorjem pLP170, ki
nosi zapis za RahU in fluorescenčni protein mCherry. Rojenje je potekalo na 0,5 % agarni
plošči z gojiščem M9 z dodatki, sušeni v brezprašni komori 30 minut. (A) Slika je posneta
s stereomikroskopom Leica MZFLIII ter (B) z dodatkom filtra mCherry.
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